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CHAPITRE 1

Introduction

1.1 TRANSPORT TRANSMEMBRANAIRE DES CELLULES

Pour le transfert des molécules et des ions dans la cellule, quatre mécanismes distincts

de transport transmembranaire peuvent étre sollicités (Alberts et al., 1998):

Diffusion a travers la bicouche lipidique. Tandis que la bicouche lipidique est
fortement imperméable a tous les ions et les molécules chargées, les petites
molécules non polaires, telles que 1'0, (32 g/mol) et le CO, (44 g/mol), se dissolvent
aisément dans la bicouche lipidique de la membrane et diffusent a travers elle. Les
petites molécules polaires chargées, telles que l'eau (18 g/mol) et I'é¢thanol (46
g/mol), diffusent également a travers la bicouche, mais a une vitesse inférieure.
Avec l'augmentation de la taille moléculaire, la vitesse de diffusion diminue
rapidement, et pour le glucose (180 g/mol) la diffusion devient presque indétectable.

Canaux protéiques. Ils forment des pores aqueux dans la bicouche lipidique,
fournissant une voie pour la diffusion a travers la membrane des ions et, moins
souvent, des petites molécules organiques (Fig. 1).

En majeure partie, les canaux protéiques sont 88?%%

sélectifs, permettant seulement le transport d'une nnnnnnn nnnnnnn
seule substance de taille et de charge précises.

Pour la plupart, ils s'ouvrent transitoirement en uuuunuu uuuuuuu
réponse a un stimulus spécifique, tel qu'un l 600 }
changement de pression ou de voltage transmem- Qo

branaire, ou l'attachement d'un ligand. Le transport nnnnnnn 8 mmmmn
par les canaux protéiques est passif, car il ne peut uuuuuuu 8 uuuuuuu
se faire que vers la diminution du gradient 00

électrochimique. ' Figure 1

Transporteurs ou pompes protéiques. Ceux-ci lient des ions ou de petites molécules
organiques et les transfeérent a travers la membrane par changements conformation-
nels (Fig. 2). Ces changements exposent le site de liaison d'abord d'un coté de la

'Le gradient électrochimique est la force d'entrainement pour le transport des particules dissoutes chargées, et il est
composée de deux forces d'entrainement - une occasionnée par le gradient du potentiel électrique et l'autre par le
gradient de concentration a travers la membrane. Pour des particules dissoutes non chargés, le gradient
¢électrochimique est identique au gradient de concentration.
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membrane et ensuite de l'autre, grace a l'energie
fournie par l'hydrolyse de ATP. Comme les
canaux protéiques, les pompes protéiques sont
¢galement trés spécifiques, attachant une seule
molécule de taille et de charge précises.
Cependant, a la différence des canaux protéiques,
les pompes exigent un apport d'énergie pour
remplir leur fonction, et ceci leur permet de
transférer les ions et les molécules dans la

direction de I'augmentation (transport actif) aussi Figure 2
bien que dans la direction de la diminution du
gradient électrochimique (transport passif).

» FEndocytose. Les cellules ingerent du fluide, des molécules, et parfois méme des
complexes multimoléculaires par endocytose, dans lequel des régions de la
membrane s'invaginent pour former des vésicules d'endocytose (Fig. 3; en haut est le
milieu extracellulaire, et en bas l'intérieur de la cellule).

C?(?@ V = g S

)(MM O SATASABASARADASAY PN AATACASARARASAD LA RO ROARSASARASABABARADADH
YWW/ Q \\WYWYWWWW/ %W S

\\\\ 77
%§ (7 79 L oy

Figure 3

Pour chaque substance naturelle nécessaire a la cellule, il y a un mécanisme spécifique
de transport dans au moins une des quatre classes données ci-dessus. Les petites
molécules non chargées d'origine artificielle peuvent aussi entrer dans la cellule par
diffusion. Par contre, aucun des trois des autres mécanismes du transport n'est congu
pour les substances artificielles ou les molécules physiologiques qui ne sont pas
transportées naturellement a travers la membrane. Certaines de ces substances
étrangeres peuvent encore employer un de ces mécanismes a cause de la similitude
structurelle avec des molécules physiologiques, mais beaucoup d'autres ne peuvent pas
employer ces voies. Pour cette raison, l'entrée dans la cellule des nombreuses molécules
étrangeres, telles que les agents antitumoraux, les substances immunoactives, et I'ADN
se produit trés lentement, ou pas du tout. Ceci représente un obstacle significatif pour la
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chimiothérapie, immunothérapie et thérapie génique, et aussi pour la recherche

fondamentale en biologie moléculaire.

Pour surmonter cet obstacle, plusieurs méthodes visant a perméabiliser la membrane de

maniére artificielle sont employées:

Microinjection et perméabilisation balistique. La méthode de microinjection, qui a
¢été employée pendant plusieurs décennies, utilise une aiguille trés fine pour percer
la membrane et injecter les molécules exogénes dans le cytoplasme. Pour la
perméabilisation balistique, les molécules exogenes sont fixées a des microsphéres
d'or, et puis cette suspension est accélérée et dirigée vers la cellule, percant la
membrane par la pression qu'elle exerce. Cette méthode a trouvé son application en
génétique, ou on la connait sous le nom de la méthode du "gene gun" (Fynan et al.,
1993; Mahvi et al., 1997; Lin et al., 2000). La microinjection et la perméabilisation
balistique ont comme avantage de permettre d'obtenir une haute fraction de cellules
perméabilisées, accompagné d'une fraction relativement basse de cellules qui ne
survivent pas a l'exposition. Par contre, le grande désavantage de ces méthodes
réside dans le fait qu'elles ne soient applicable qu'a un niveau unicellulaire. Par
conséquent, ni l'une ni l'autre de ces techniques ne peuvent étre employées pour la
perméabilisation d'une grande population (par exemple, quelques millions) des
cellules, ce qui est souvent crucial dans des applications cliniques et dans la
recherche expérimentale.

Perméabilisation chimique. Pour cette méthode, les cellules sont en suspension dans
une solution contenant les molécules exogénes et un produit chimique qui perturbe
la membrane, habituellement un détergent (Bonnafous et al., 1982; Privalle et
Burris, 1983). Pour arréter la dégradation chimique de la membrane, les cellules
doivent étre lavées rapidement apres 1'exposition, ce qui introduit nécessairement
des dommages mécaniques additionnels. Ces dernicres années, on a proposé
diverses modifications de cette méthode pour lesquelles une enzyme (Lemons et al.,
1988) ou un antibiotique (Boyle et Lieberman, 1999; Suttitanamongkol et al., 2000)
est employ¢ a la place d'un détergent. Ces molécules agissent moins vigoureusement
que les détergents, et perturbent la membrane de facon limitée.

Perméabilisation électrique. Dans cette méthode, souvent nommée ['électroper-
méabilisation, ou ['électroporation, des impulsions électriques courtes et intenses
sont appliquées aux cellules, en suspension ou dans les tissus, induisant un état
passager de trés grande perméabilité de la membrane, permettant aux molécules
exogenes d'entrer dans la cellule (Neumann et Rosenheck, 1972). Cette méthode
¢limine les deux inconvénients trouvés dans les méthodes décrites ci-dessus — elle
permet le traitement d'une grande population de cellules (tissus entiers y compris), et
en méme temps elle n'exige aucun traitement spécial apres l'exposition. Pour rendre
possible le rétablissement de I'état non perméabilisé, il suffit de cesser l'exposition
aux impulsions électriques. Avec un choix appropri¢ des parameétres (du nombre
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d'impulsions et de leur amplitude, durée, fréquence de répétition, et forme), une
haute fraction de cellules perméabilisées et une faible fraction de cellules mortes
peuvent étre obtenues. En raison de ses avantages, 1'¢lectroperméabilisation a
rapidement trouvé ses applications dans le transfert de genes (Wong et Neumann,
1982), dans la préparation des anticorps monoclonaux (Lo et al., 1984), et dans
I'¢lectrochimiothérapie antitumorale (Okino et Mohri, 1987; Mir et al., 1991). De
nos jours, c'est une méthode largement établie employée en oncologie, en thérapie
génique, et en plusieurs domaines de la biologie moléculaire.

L'électroperméabilisation, ses mécanismes, son application, et son amélioration
représentent le but principal de cette these, et ainsi elle sera traitée plus en détails
dans les sections qui suivent.

Perméabilisation ultrasonique. Dans cette approche, la membrane est perméabilisée
par ultrasons (Bao et al., 1997; Liu et al., 1998). Comme pour 1'¢lectroperméabilisa-
tion, avec un choix appropri¢ de l'intensité, de la fréquence, et de la durée de
l'exposition, l'effet est réversible. Vu que la perméabilisation aux ultrasons n'exige
aucun traitement ultérieur et peut opérer sur de grandes populations de cellules, c'est
un concurrent potentiel a 1'électroperméabilisation. Cependant, par rapport a
|'¢lectroperméabilisation, relativement peu d'études employant la perméabilisation
ultrasonique ont été publiées jusqu'ici, et il est trop tot pour envisager I'importance
future de cette méthode.

Perméabilisation par haute pression. L'exposition a des impulsions de haute
pression d'une durée de l'ordre de la microseconde a été également utilisée pour
induire un état perméabilis¢ de la membrane (Delius et Adams, 1999). Un choix
approprié¢ de l'intensité¢ et de la durée du choc mene a un effet réversible, aucun
traitement ultérieur n'est nécessaire, et de grandes populations de cellules peuvent
étre traitées. A nouveau, comme la perméabilisation ultrasonique, cette méthode a
¢té employée dans un nombre restreint d'études, et son intérét sera mieux envisagé a
l'avenir.

Perméabilisation par laser. La membrane peut également étre transitoirement
perméabilisée en focalisant un rayon laser étroit sur la cellule (Montag et al., 2000).
La perméabilisation par laser ne nécessite pas d'étre suivie d'un traitement spécial,
mais a l'aide d'un laser on ne peut traiter les cellules que une aprés l'autre, et ceci
limite son utilisation pour les études comportant de grandes populations cellulaires.

Pratiquement toutes les applications cliniques (i.e., applications sur des tissus et des

organes du corps) et un grand nombre d'applications expérimentales exigent (i) une

perméabilisation réversible avec un rendement relativement élevé des cellules

perméabilisées qui survivent au traitement, (ii) une récupération de I'état initial, non

perméabilisé de la membrane, et (iii) une efficacité sur de grandes populations de

cellules. Comme la liste ci-dessus le monte, parmi les méthodes qui répondent a ces

exigences seule l'¢électroperméabilisation est une méthode établie, alors que dans un
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proche avenir ce statut pourrait également étre atteint par la perméabilisation ultraso-
nique et par la perméabilisation par haute pression.

Dans la derniére décennie, les roles de I'amplitude, la durée, et le nombre d'impulsions
dans l'obtention d'une électroperméabilisation efficace ont été étudiés intensivement
dans les suspensions cellulaires aussi bien que dans les tissus. D'autre part, la gamme
des générateurs disponibles pour obtenir des impulsions courtes de haut voltage a limité
les études aux impulsions exponentielles et rectangulaires, et le role de la forme de
l'impulsion n'a pas été étudié.

Le but de ce travail de recherche est d'étudier les possibilités d'amélioration de
I'électroperméabilisation par determination des formes de l'impulsion plus efficaces,
avec une analyse limitée a la situation in vitro, i.e., aux études sur des suspensions
cellulaires. Tandis qu'a partir du deuxieme chapitre le texte est consacré a décrire la
poursuite de ce but, ce chapitre d'introduction est dévolu a l'explication des mécanismes
qui sont a la base de I'¢lectroperméabilisation, aussi bien qu'a l'élucidation de la
terminologie qui I'entoure.

1.2 VOLTAGE TRANSMEMBRANAIRE

L'exposition d'une cellule a un champ ¢lectrique peut produire une variét¢ de réponses
physiques et chimiques. La plupart de ces réponses sont basées sur la modification du
voltage transmembranaire produit par le champ électrique appliqué (Robinson, 1985;
Marszalek et al., 1990; Tsong, 1991; Krassowska et Neu, 1994). Alors que le voltage
transmembranaire de repos est présent sur la membrane cellulaire a tout moment,
l'exposition de la cellule a un champ électrique introduit une composante additionnelle: le
voltage transmembranaire induit, qui se superpose au voltage de repos. En raison de la
composante induite, le voltage transmembranaire en totalité devient dépendant de la
position sur la membrane, et dans certains régions de la membrane il peut dépasser sa
gamme physiologique de manicre significative. Les paragraphes suivants exposent en
détails les deux composantes du voltage transmembranaire.

1.2.1 Voltage transmembranaire de repos

Dans les conditions physiologiques, un voltage entre -90 mV et 40 mV est toujours
présent sur la membrane cellulaire' (Cole, 1972; Atwood et Mackay, 1989). Ce voltage
est produit par un petit déficit en ions positifs dans le cytoplasme par rapport aux ions
négatifs, qui est une conséquence du transport spécifique d'ions a travers la membrane.
Les acteurs les plus importants dans ce transport sont (i) les pompes Na'/K', qui
exportent des ions Na” hors de la cellule et importent simultanément des ions K dans la

! En utilisant la convention établie (Cole, 1972), le voltage transmembranaire est défini comme le potentiel électrique
sur la surface interne de la membrane auquel on retire le potentiel électrique sur la surface externe de la membrane.
Le signe négatif indique ainsi que l'intérieur de la cellule est a un potentiel inférieur que 1'extérieur de la cellule.
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cellule, et (ii) les canaux de fuite de K, par lesquels les ions K peuvent passer a travers
la membrane dans les deux directions. Les pompes Na' /K" produisent un fort gradient
de concentration de K, et poussés par ce gradient, les ions K™ commencent a sortir de la
cellule par les canaux de fuite de K. Cependant, ce transfert crée une charge négative
non équilibrée dans le cytoplasme, produisant un voltage transmembranaire qui se op-
pose a la sortie des ions K. En quelques millisecondes, ce voltage atteint une valeur
assez grande pour arréter la sortie, et un état d'équilibre est obtenu. Comme 1'exemple
dans I'Insert 1 le démontre, pour des valeurs physiologiques de voltage de repos, les
ions non équilibrés représentent une fraction tres faible de tous les ions, et la différence
de pression osmotique produite par ce déséquilibre est ainsi insignifiante.

Supposant que seulement les ions Na™ et K participent a la génération du voltage
transmembranaire de repos, sa valeur a 1'état d'équilibre est obtenue par un calcul
relativement simple (Goldman, 1943; Hodgkin et Katz, 1949). Les détails sont donnés
dans I'Insert 2, et le résultat final, qui est désigné souvent sous le nom de /'équation de
Goldman (ou de Goldman-Hodgkin-Katz), est

RTT D]Il q[Na+]e +[K+]e
F g[Na"J; +[K"]; ’

ou Ry représente la constante de gaz, 7 la température absolue, F' la constante de

Urr =

Faraday, ¢ le rapport des permeabilités de membrane pour le Na* et le K*, et [Na'],,
[K™]e, [Na']; et [K']; représentent respectivement les concentrations de Na* et K dans le
milieu extracellulaire et dans le cytoplasme.

Insert 1: Le déséquilibre d'ions et le voltage transmembranaire de repos
Une cellule typique avec un rayon R = 10 pm et une épaisseur de membrane d =5 nm a une aire S et un volume V'

_4TR?

S =41TR? =1.3x10°m?, V =4.2x10""m>.

Compte tenu de la valeur de la constante diélectrique relative de la membrane, €, =5 (Gascoyne et al., 1993), on
obtient

pour la capacité de la membrane, ou &, = 8.85x10™'2 As/(Vm) est la constante diélectrique du vide.

Un voltage transmembranaire de repos Urg = —60 mV correspond alors a une charge nette sur la membrane de
Q=UrrC, =6.7x107" As,

qui, pour les ions monovalents, est équivalente a un déséquilibre de

6.7x107% As

—— 4.2x10%ions.

1.6x10™" As/ion

Dans le cytoplasme la concentration ionique totale est = 0,26 mol/l = 1.6x10%° ions/m’, et il contient donc
1.6x10%® ions/m> [%.2x10°m® = 6.7x10"! ions .

Ainsi le cytoplasme contient moins de sept ions non équilibrés pour chaque million d'ions.
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Insert 2: L'équation de Goldman

On analyse la situation représentée schématiquement CYTOPLASME MEMBRANE EXTERIEUR

sur la figure de droite, ou la concentration [S] des = —
ions S et le potentiel électrique W sont dépendants de [S]; RN
la position sur la membrane. Le flux Jg est ainsi = [s],
conduit par la combinaison de la force électrique due
au gradient de potentiel électrique et de la force

diffusive due au gradient de concentration, =@ W,=0
d[S] ZgF dy -7
Jg = —-Dy—— ——=—=D[S]—, _ -
ST S RT Y Wi=Ur | .-
ou Dy est le coefficient de diffusion pour les ions S, I ——
F est la constante de Faraday (9.684x10* As), Ry la x=0 x=d
constante de gaz (8.314 I mol'K™"), 7' la température

absolue de la solution, et Zg est la valence des ions
S. Pour simplifier, on introduit

et en multipliant I'expression de Js par /¥, on a
avn_

Oy d[S] W
J. kW =-D /CqJ_+k S
s€ SE T B

—Ds%( [S] e’““) .

-

Le potentiel nul peut étre placé arbitrairement, et on choisit W, =0. Ainsi W; = Uqy (le voltage de repos), et

L'intégration a travers la membrane donne alors

kW

d d
Js et =-Dy I%([S]e” )ﬁdx =D ([S] | IS
0 0

Jsj'ewdx = Dg ([S]iekUTR -[S]. )
0

On définit maintenant la perméabilité diffusive de la membrane pour les ions S par Ps = Ds/d, et on dénote

fwy=—9

ea
‘([ X

Par conséquence
Js = F(W)R ([s]e™™ s ).

Dans I'état d'équilibre, le courant ionique total est nul, et par consequent la connaissance de la fonction W) n'est
pas nécessaire pour la détermination d'Urg. Considérant les deux ions les plus importants, K™ et Na‘, on a
JNa + ‘]K = 0, et
R (INa" 3t ~[Na ], ) + A ([K "™ ~[K "], ) =0
Réintroduisant &, appliquant Zx = Zy, = 1 et indiquant g = Py,/Px, on obtient finalement
RiT o g[Na '], +[K ]

U =—Mh—0>7"——
F g[Na"], +[K"];

1.2.2 La théorie classique du voltage transmembranaire induit

L'exposition d'une cellule a un champ électrique mene a une déformation locale du
champ dans la cellule et a sa proximité. Comme la conductivité de la membrane
cellulaire est inférieure a celles du cytoplasme et du milieu extracellulaire physiologique
de plusieurs ordres de grandeur, le champ électrique dans la membrane est supérieur a
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celui dans le cytoplasme de plusieurs ordres de grandeur. Aprés qu'un champ constant
commence a agir sur la cellule (i.e., aprés que le champ soit établi, ou apres que la
cellule soit placée dans le champ), le voltage transmembranaire induit atteint 1'état
d'équilibre en quelques microsecondes apres le début de l'exposition, avec une
concordance trés bonne entre les prévisions théoriques (Grosse et Schwan, 1992) et les
résultats expérimentaux (Hibino et al., 1993; voir également la Section 1.3.1). Le
voltage transmembranaire induit est dépendant de la position sur la membrane, et
comme il se superpose au voltage de repos, le voltage transmembranaire total devient
aussi dépendant de la position sur la membrane.

La théorie classique de 1'induction du voltage transmembranaire est fondée sur plusieurs
hypothéeses qui permettent de faire des calculs plus simples et d'obtenir des résultats plus
clairs. Néanmoins, cette approche limite en méme temps la validit¢ de la théorie
classique aux conditions dans lesquelles les hypotheses présupposées sont verifiées. Par
exemple, le voltage transmembranaire induit par des champs alternatifs est décrite tres
exactement par la théorie classique (Section 1.2.2.2) pour des fréquences jusqu'a
plusieurs MHz. Cependant, a des fréquences plus élevées les prévisions de la théorie
classique deviennent progressivement moins précises, et dans la gamme du GHz elles
ne sont plus valables. En outre, cette théorie ne fournit pas les outils de la détermination
du cours du temps du voltage transmembranaire induit par divers champs non
sinusoidaux, tels que des impulsions exponentielles. Finalement, la théorie classique a
¢té seulement développée pour les cellules sphériques, et elle est ainsi applicable
uniquement aux cellules avec une forme similaire a une sphére. Ceci est applicable pour
la majorité de cellules en suspension, mais ce n'est clairement pas le cas pour les
érythrocytes ou les bacilles.

Alors que les deux sous-sections qui suivent récapitulent les résultats de la théorie classi-
que, le Chapitre 2 de cette thése est consacré a la dérivation des outils analytiques qui
peuvent étre utilisés dans les situations décrites ci-dessus, ou la théorie classique échoue.

1.2.2.1 La situation statique

En raison de la rapidité relative de l'induction du voltage transmembranaire, il est sou-
vent acceptable de négliger 1'état transitoire qui a lieu pendant ce processus, et de
considérer seulement 1'état d'équilibre qui est atteint ensuite cela. La description
analytique du voltage transmembranaire induit établi pour les cellules sphériques a été
dérivée il y a plus de quatre décennies (Schwan, 1957). Pour simplifier la dérivation, H.
P. Schwan a considéré que la membrane est non conductive, ce qui a mené¢ a la relation
bien connue, souvent désignée sous le nom de /'équation statique de Schwan,

Upy =%ERCOS¢ ,

ou Ury représente le voltage transmembranaire induit, £ le champ électrique extérieur,
R le rayon de la cellule, et ¢ l'angle polaire mesuré a partir du centre de la cellule par
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rapport a la direction du champ. Un abrégé de la dérivation de 1'équation statique de
Schwan est donné dans l'Insert 3, alors qu'un traité¢ détaillé peut étre trouvé dans
'annexe d'article contenu dans la Section 2.1.4.

Insert 3: L'équation statique de Schwan

La cellule est modélisée par une sphére (le cytoplasme) entourée par une couche concentrique (la membrane)
positionnée avec son centre a l'origine du systéeme de coordonnées sphériques {(r, ¢, 3): x =r cos ¢, y =r sin ¢
cos 9, z =r sin ¢ sin 9}, et on orientera 1'axe des x dans la direction du champ électrique. On décrit la distribution

spatiale du potentiel électrique W au moyen de I'équation de Laplace
lDaljlzaq-’D R 6|:| ¢6'~IJEE_
ZBH o H sneoed " oelH

En utilisant la séparation des variables, on obtient la solution

W(r,¢) = ZAr"P(cos¢)+B .

0.

(COS ¢)

ou P, représente le n-iéme polynome de Legendre, et 4, B sont des constantes.

Loin de la cellule, le potentiel est une fonction linéaire de r. Ceci donne n =1 et

W(r,0) = Arcosd + BCOS‘b
2

Pour le cytoplasme, la membrane, et I'extérieur de la cellule, on peut ainsi décrire le potentiel électrique par une
expression de cette forme. Désignant par R le rayon de la cellule, et par d I'épaisseur de la membrane, on a

%P-(r $)=4;rcosd +B; COS¢; 0<r<R-d
2

cos

W, o) = %‘P (r,0)= A, rcosd +B,, 3 ; R-d<r<R

ﬂpe(r,¢)—Aercos¢+Be 2¢; R<r
E r

Postulant que la membrane est non conductive, les conditions aux limites sont alors:
(a) homogénéité du champ électrique loin de la cellule (représentant par E l'intensité du champ homogene),

d¥
lim —

=-F;
roo dr

(b) le caractere fini du potentiel électrique a l'intérieur de la cellule,

IimW¥ < oo;
r-0

(c) continuité du potentiel électrique et absence de courant électrique sur les surfaces de la membrane,

R P - et R
= dr r=R-d
- a¥.| _
(W —W,)|,_p =0, oeTr:R =0.
L'application de ces conditions a W(7, ¢) donne
3 30m_ 1\3 3
=0, B0, 4y e MR SRR ER
R’ -2(R-d) R’ -2(R —d) 2

Le voltage transmembranaire induit peut maintenant étre calculé par

UTl = L'IJili‘:R—d - l.IJel;":R

(voir la premiere note en bas de la page dans la Section 1.2.1), et on obtient ainsi

0
Up=0- ERcos¢—ﬂcos¢

E——ERCOS(I)




16 INTRODUCTION Ch. 1

Appliquées aux cellules sphériques, dans des conditions physiologiques et avec des
champs électriques qui maintiennent leur valeur pendant des millisecondes ou plus, les
prévisions de l'équation statique de Schwan servent d'évaluations trés précises du
voltage transmembranaire induit.”> D'autre part, les variations de la forme des cellules
par rapport a la sphére ideale peuvent mener a des divergences importantes de 1'Ury réel
par rapport a I'Ury prévu par I'équation de Schwan (Section 2.1.4).

1.2.2.2 La situation dynamique (le modéle de premier ordre)

L'analyse statique présentée ci-dessus ne fournit aucune information au sujet de la
dynamique qui caractérise le processus d'induction du voltage transmembranaire. En
fait, I'nypothése concernant les propriétés purement conductrices de tous les matériaux
(comme dans 1'Insert 3) conduit a un processus d'induction instantané, qui ne peut
certainement €tre qu'une approximation de la situation réelle. Faisant une étape de plus
vers la réalité, H. Pauly et H. P. Schwan ont attribué a la membrane une conductivité
électrique différente de zéro et une constante diélectrique différente de zéro, traitant
toujours le cytoplasme et le milieu externe B

comme des conducteurs purs (Fig. 4). De cette _E0

facon ils ont obtenu /'équation de premier ordre
de Schwan qui décrit le cours du temps du
voltage transmembranaire induit par un champ

¢lectrique constant (Pauly et Schwan, 1959)

Up :gERcosd) B—e_mmH,

ou Ty, est la constante de temps de la membrane,
donnée par

Re,
0,0,
o, +20,

T =

m

Figure 4

2d + RO,
avec 0j, Oy, et O, représentant respectivement les conductivités du cytoplasme, de la
membrane cellulaire, et du milieu extracellulaire, R le rayon de la cellule, d I'épaisseur
de la membrane, et &, la constante diélectrique de la membrane. 1 est facile de voir que,
quand le temps écoulé dépasse le T, de maniere significative, le résultat obtenu par
I'équation de premier ordre de Schwan approche la valeur prévue par 1'équation statique
de Schwan.

La dérivation de 1'équation de premier ordre de Schwan ne sera pas présentée ici, car
elle est contenue en détail dans la Section 2.1.3 qui donne également une description
plus précise dans lequelle tous les matériaux ont des conductivités €lectriques et des

2 Clest a dire, les prévisions de 1'équation statique de Schwan ne different jamais par plus que quelques parties pour
mille par rapport a la formule qui tient compte de la conductivité de membrane (Section 2.1.1).
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constantes diélectriques différentes de zéro. En raison de la nature de premier ordre du
processus d'induction comme il est décrit par les formules données ci-dessus, on peut
également décrire le voltage transmembranaire induit par un champ alternatif de la
fréquence vV au moyen de la constante de temps T,. Dans un plan complexe, ceci est
formulé comme /'équation alternative de Schwan (Grosse et Schwan, 1992),

1

3
Un(V)=—FERcosp ——.
(V) 2 ¢ 1+ j2mvt,

La valeur absolue d'Ur; équivaut a son amplitude, et 1'argument d'Uy; correspond au
déphasage entre Uqy et E (cette valeur est toujours négative, impliquant un retard d'Ury
par rapport a E).

Introduisant les valeurs typiques des parametres (voir le Tableau 1 dans la Section
1.3.2) dans les expressions données ci-dessus, on obtient une valeur de T, =0.33 us.
En conséquence on peut tracer le cours du temps du voltage transmembranaire induit
par l'application d'un champ électrique constant (Fig. 5), et aussi 'amplitude du voltage

transmembranaire induit par un champ alternatif en fonction de la fréquence du champ
(Fig. 6).

} U /(BRcoso) } U /(BReoso)

e i
Iy 014

057 0.011
e

Figure S Figure 6

En résumé, dans les conditions physiologiques, 1'équation statique de Schwan est bien
adaptée pour la description du voltage transmembranaire induit par des champs
constants qui durent plus que plusieurs microsecondes, et par les champs alternatifs
ayant des fréquences allant jusqu'aux centaines de kHz.* Pour élargir cette gamme, la
théorie classique fournit I'équation de premier ordre de Schwan qui peut étre appliquée
pour des impulsions rectangulaires d'une durée aussi courte que quelques dizaines de
nanosecondes, et 1'équation alternative de Schwan, qui prolonge 1'analyse des effets des
champs alternatifs jusqu'aux dizaines de MHz. Cependant, alors que l'équation de
premier ordre de Schwan est ainsi applicable a la plupart des impulsions rectangulaires

311 faut noter que le graphique de la Fig. 5 est tracé sur une échelle linéaire, alors que 1'échelle du graphique de la
Fig. 6 est logarithmique.
* Comme il est discuté en détail dans la Section 2.1.1, ces limites deviennent considérablement plus étroites dans

certaines conditions non physiologiques, telles que l'utilisation d'un milieu extracellulaire artificiel avec une
conductivité électrique considérablement inférieure.
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disponibles avec la technologie courante, les champs alternatifs atteignent de nos jours
des fréquences de l'ordre de quelques GHz, pour lesquelles 1'équation alternative de
Schwan n'est plus satisfaisante. La limite supérieure des fréquences pour lesquelles les
¢tudes théoriques sont valables peut €tre augmentée en attribuent des conductivités
¢lectriques et des constantes di¢lectriques différentes de zéro a tous les matériaux, et les
Sections 2.1.2 et 2.1.3 discutent ceci plus en détails.

1.3 ELECTROPERMEABILISATION DE LA
MEMBRANE CELLULAIRE

Cette section décrit les connaissances existantes sur I'électroperméabilisation.
L'évidence expérimentale est passée en revue dans la Section 1.3.1, les tentatives
d'explication théorique sont considérées dans la Section 1.3.2, et le traitement théorique
du transport transmembranaire qui accompagne l'¢lectroperméabilisation est le sujet de
la Section 1.3.3.

1.3.1 Données expérimentales sur 1'électroperméabilisation

Le rapport le plus tot sur la rupture électrique réversible de la membrane remonte aux
années 50 (Stampfli, 1958), mais pendant longtemps cette publication est resteé a peu
prés inapergue. Presque une décennie plus tard, Sale et Hamilton ont rendu compte de la
destruction électrique athermique des microorganismes en utilisant des impulsions
¢lectriques de forte intensité (Sale et Hamilton, 1967; Hamilton et Sale, 1967; Sale et
Hamilton, 1968). Aprés cinq années supplémentaires, Neumann et Rosenheck ont
prouvé que les impulsions électriques induisent une grande augmentation de perméabi-
lit¢ de la membrane des vésicules normales (Neumann et Rosenheck, 1972). Ce rapport
peut étre considéré comme une fronticre, car il a motivé une série d'autres investiga-
tions, et depuis ce moment-la les données ont commencé a s'accumuler plus rapidement
et systématiquement. Nous passons maintenant en revue des techniques différentes de
recherche, essayant de suivre 1'écoulement temporel des investigations expérimentales.

1.3.1.1 Mesures de capacité et de conductivité électrique

Les premicres investigations systématiques sur l'electropermeabilisation ont été¢ basées
sur I'analyse des changements des propriétés électriques de la membrane provoquées par
l'exposition aux impulsions ¢électriques. Ces €tudes peuvent €tre subdivisées en mesures
de capacité et de conductivité électrique de la membrane.

La premiére description rapportée du changement de la capacité de la membrane induit
par l'exposition aux impulsions électriques (Babakov et Ermishkin, 1966) a précédé le
papier de Neumann et Rosenheck, alors que deux autres études étaient publiées peu
aprés (Wobshall, 1972; Benz et Janko, 1976). Dans ces expériences, exécutées sur des
bicouches lipidiques planes pures, a un voltage de 0.3 V, une rupture irréversible de la
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membrane s'est produite avec un retard d'environ une seconde, alors qu'a des voltages
plus élevés, le temps €coulé avant la rupture diminuait rapidement. Il a été déterminé
que le changement de la capacit¢é membranaire du début de l'impulsion jusqu'a la
rupture était de moins de 1 %, mais une mesure plus precise ne pouvait pas étre
effectuée a cause de la sensibilit¢ insuffisante de I'équipement. Une étude ultérieure a
indiqué que la capacité membranaire avant la rupture déroule en deux phases distinctes
(Alvarez et Latorre, 1978). Pendant la premicre phase qui dure quelques microsecondes,
la capacit¢ augmente presque proportionnellement au carré du voltage, avec une
augmentation de 2 %o a un voltage de 0.3 V, et de 1 % a 0.8 V. Durant la seconde phase,
la capacité se stabilise jusqu'a la rupture, qui se produit aux voltages au-dessus de 0.3 V.
Lorsque le voltage augmente, le temps €coulé avant la rupture se réduit de quelques
centaines de millisecondes a 0.3 V jusqu'a quelques dizaines de millisecondes a 0.8 V.

Les mesures de capacité de la membrane ont ainsi indiqué que la rupture irréversible se
produit entre quelques dizaines et quelques centaines de millisecondes, et pour des
voltages transmembranaires au-dessus de = 0,3 V. Il a été démontré que le temps écoulé
avant la rupture de la membrane et le voltage minimum menant a la rupture sont
stochastiques (i.e., chaque fois que l'expérience est répétée, différentes valeurs de ces
parameétres sont trouvées). La petite modification de la capacité implique aussi que la
compression de la membrane avant la rupture soit trés limitée, et offre ainsi un
argument fort contre l'explication hypothétique de [I'¢lectroperméabilisation par
I'électrocompression globale de la membrane (voir la Section 1.3.2.2).

Des mesures de conductivité électrique ont été effectuées sur des bicouches lipidiques
pures (Abidor et al., 1979; Benz et al, 1979; Benz et Zimmermann, 1980a; Benz et
Zimmermann, 1980b; Benz et Zimmermann, 1981) ainsi que sur des membranes
cellulaires (Kinosita et Tsong, 1979; Benz et Zimmermann, 1980a; Benz et Conti, 1981;
Chernomordik et al., 1982). Ces expériences ont prouvé que quelques microsecondes
apres le début d'une impulsion ¢€lectrique de voltage suffisant, la conductivité de la
membrane est augmentée d'un facteur 10° a 10°. En fonction des paramétres de
I'impulsion et des conditions expérimentales spécifiques, l'effet est réversible (la
membrane récupére son integrité aprés la fin de l'exposition) ou irréversible.' Les études
sur les membranes cellulaires ont également indiqué que la majeure partie de
I'augmentation est localisée au niveau des régions lipidiques, ce qui a stimulé l'intérét
pour I'é¢tude des bicouches lipidiques dans 1'éllucidation des mécanismes moléculaires
de I'¢lectroperméabilisation.

Abidor et ses collaborateurs ont montré qu'avant la rupture, la membrane traverse deux
¢tats distincts de conductivité (Abidor et al., 1979). Au début de I'impulsion commence
l'état de courant stable, dans lequel un voltage transmembranaire de 0.4-0.5 V produit a

! Ces premiers articles ont employé les termes rupture réversible et rupture irréversible. Aujourd'hui, le terme
rupture (angl. breakdown) est habituellement appliquée au phénoméne irréversible, alors que I'effet réversible
est désigné sous le nom de électroperméabilisation (ou, par les avocats du modéle de la formation des pores
aqueux — voir la Section 1.3.2.8 — sous le nom de électroporation).
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travers la membrane un courant électrique d'une densité de l'ordre de 1 A/m?. En
quelques microsecondes ['état de courant fluctuant est atteint, durant lequel la densité
de courant électrique monte jusqua 10° A/m’ avec une amplitude qui oscille
considérablement. Avec des impulsions ayant des durées proches d’une seconde, une
rupture irréversible se produit, tandis qu'avec des durées plus courtes I'état de courant
stable est rétabli. Pour des voltages transmembranaires de 0.6—1.0 V, 1'état de courant
fluctuant est aussi obtenu en quelque microsecondes aprés le début de lI'impulsion, et la
durée de cet état avant l'apparition de la rupture irréversible diminue rapidement avec
I'augmentation d'amplitude des impulsions. Cependant, a ces voltages, si I'impulsion est
terminée avant la rupture, au lieu du retour a 1'état de courant stable, un état altéré de
longue durée est obtenu, durant lequel la conductivité reste élevée pendant quelques
minutes. En accord avec les mesures de la capacité, les mesures de conductivité
membranaire ont démontré que le processus d'électroperméabilisation est un processus
stochastique, avec 1'obtention de durées et de conductivités variables lorsque la méme
expérience est répétée.’

En résumé, les mesures électriques prouvent que le processus d'électroperméabilisation
procede au moins en deux étapes successives. La premiére étape, qui dure quelques
microsecondes, se caractérise par une augmentation réguliere, mais tres limitée, de la
capacité membranaire, et par une conductivité basse et stable de la membrane. La
deuxiéme étape se produit seulement aux voltages qui dépassent une certaine valeur
critique de l'ordre de quelques centaines de millivolts, et elle dure pendant quelques
dizaines de millisecondes jusqu'a quelques secondes. Pendant cette étape, la capacité
membranaire se stabilise, alors que sa conductivité augmente de plusieurs ordres de
grandeur et commence a fluctuer de manicre significative. Si l'exposition n'est pas
terminée, cette étape est suivie d'une destruction irréversible de la membrane. Dans le
cas oppos¢, la membrane retourne a l'état initial; a des plus basses voltages ceci se
produit pratiquement immédiatement, tandis qu'a des voltages plus ¢élevés il est précédé
par un état de conductivité élevée qui peut durer quelques minutes.’

1.3.1.2 Observations microscopiques

Depuis que 1'¢lectroperméabilisation est une méthode établie, des efforts significatifs
ont été fournis pour tenter d'observer le phénomene directement, i.e., en le photogra-
phiant. Ces efforts peuvent étre subdivisés en ceux de l'observation des changements de
la structure membranaire, des changements du voltage transmembranaire, et de la de-
tection du transport transmembranaire causé par 1'électroperméabilisation. Les change-
ments de structure membranaire et de voltage transmembranaire sont trés rapides,
exigeant une résolution temporelle du niveau de la microseconde, et les études dans ces

% La stochasticité est observée dans les bicouches lipidiques aussi bien que dans les membranes cellulaires, et la
reproductibilité quantitative de la rupture dans les membranes cellulaires est inférieure a celle observée dans des
bicouches lipidiques pures.

3 Une étude ultérieure a montré que dans I'état altéré de longue durée, la capacité de la membrane reste a une valeur
de 0.5 a 1.0 % au-dessus de la valeur initiale (Chernomordik et Abidor, 1980).
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deux domaines sont passées en revue dans cette section. D'autre part, une résolution
temporelle de I’ordre de quelques centaines de millisecondes est suffisante pour suivre
le transport transmembranaire, et ces études seront traitées dans la Section 1.3.1.4.

En 1990, un article a été publié rapportant une observation directe de pores d'une forme
"volcanique" d'un diametre de 20 a 50 nm en utilisant la cryofracture et la microscopie
¢lectronique (Chang et Reese, 1990). Au début, ce résultat a semblé fournir un argu-
ment décisif au modele de I'electroporation selon lequel 1'électroperméabilisation est
une conséquence des pores aqueux qui se forment dans la membrane (Section 1.3.2.8),
mais les résultats de Chang et Reese n'ont été jamais reproduits. Il y a maintenant des
indications crédibles que les pores aqueux dans la membrane — a condition qu'ils repré-
sentent le mécanisme réel de I'¢lectroperméabilisation — ne peuvent pas excéder un
diametre de quelques nanometres (Weaver et Chizmadzhev, 1996). C'est presque un
ordre de grandeur au-dessous de la résolution de la microscopie €lectronique en trans-
mission quand des structures biologiques sont impliquées* (Bozzola et Russell, 1998;
Afzelius et Maunsbach, 1999), et il semble ainsi que l'observation microscopique
directe de I'¢lectroperméabilisation de la membrane est présentement impossible. Il reste
la perspective d'observations au niveau moléculaire en utilisant la diffraction des
neutrons ou la microscopie aux rayons X, mais la structure moléculaire complexe de la
bicouche lipidique représente un obstacle sérieux dans l'interprétation des résultats
obtenus par ces méthodes (Bradshaw et al., 1997; Jacobsen, 1999).

Contrairement a la restructuration de la membrane pendant ['électroperméabilisation qui
n'a pas encore ¢été visualisée, les changements de voltage transmembranaire qui 1'accom-
pagnent ont été détectés avec succes par plusieurs investigateurs. En général, ces expé-
riences sont fondées sur la méthode de mesure du voltage transmembranaire par un
colorant fluorescent potentiométrique (Gross et al., 1986; Ehrenberg et al., 1988). En
améliorant cette technique, un groupe japonais conduit par K. Kinosita Jr. a développé
un systéme ayant une résolution temporelle au-dessous de la microseconde, et a
employé ce systeme pour observer 1'¢lectroperméabilisation des ceufs d'oursin (Kinosita
et al., 1988; Hibino et al., 1991; Hibino et al., 1993).

Les premieres expériences de Kinosita et ses collaborateurs ont prouvé que entre moins
de 1 us (dans un milieu physiologique) et 4 us (dans un milieu avec une conductivité
dix fois inférieure) apres le début d'une impulsion électrique rectangulaire, le voltage
transmembranaire induit atteint une distribution spatiale imposée par un cosinus,
comme prévu par l'équation de Schwan (Section 1.2.2). Plus tard, toujours entre une et
quelques microsecondes, dans les régions ou le voltage transmembranaire dépasse une
valeur critique d'environ 750 mV, le voltage transmembrane diminue jusqu'au niveau
atteint a la frontiére de ces régions. En quelques secondes apres la fin de 1'exposition, la
membrane revient a I'état ou les effets sont qualitativement reproductibles par une

* On note que les plus petites tailles observables en microscopie électronique a balayage sont encore plus grandes.
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nouvelle exposition, alors que la durée d'un rétablissement complet était estimé a
plusieurs secondes voire a plusieurs minutes (Kinosita et al., 1988).

Le deuxieéme rapport du groupe japonais (Hibino et al., 1991) s'est concentré sur des
données quantitatives. Ils ont analysé l'influence de la durée de I'impulsion sur la valeur-
seuil du voltage transmembranaire au-dessus de laquelle 1'électroperméabilisation a été
détectée, déterminant un seuil de voltage transmembranaire de 1 V pour une impulsion
de 2 us, de 0.65 V pour une impulsion de 8 us, et de 0.60 V pour une impulsion de 18
us. IlIs ont aussi montré que la chute du voltage transmembranaire commence moins de
1 us apres le début de I'impulsion, et s'accomplie en quelques dizaines de micro-
secondes. La plupart du temps, ils ont observé une ¢électroperméabilisation bilatérale, ou
la chute du voltage transmembranaire s'est produite sur les deux poles de la cellule (i.e.,
sur les deux régions de la cellule qui ont fait face aux électrodes).

Dans leur troisieme rapport (Hibino et autres, 1993), le groupe japonais a amélioré la
résolution temporelle a 0.5 ps. Ils ont démontré qu'avec des expositions sous-critiques la
constante de temps de 1'induction du voltage transmembranaire est identique a la cons-
tante de temps de sa diminution apres la fin de 1'exposition. Une fois encore, la plupart
du temps, une électroperméabilisation bilatérale a été observée, et avec le voltage
transmembranaire dépassant le niveau critique, les effets étaient déja observables au
bout de 0.5 ps apres le début de 1'impulsion. Ces mesures ont également prouvé que la
chute rapide du voltage transmembranaire refléte seulement le début des changements
de structure membranaire, alors que l'augmentation de la conductivité de la membrane
se poursuit pendant =1 ms. En cours de rétablissement, deux étapes distinctes ont été
détectées — dans les premieres 7 ps apres la fin de 1'exposition, la conductivité de la
membrane diminue d'un ordre de grandeur, alors que durant les suivantes 0.5 ms, une
deuxieme diminution d'un ordre de grandeur est observée.

Récemment, Gabriel et Teissié ont suivi au cours du temps de 1'¢lectroperméabilisation en
utilisant une combinaison de colorants sensibles aux changements de structure
membranaire (Gabriel et Teissi€, 1997; Gabriel et Teissi¢, 1999). Ils ont observé que
l'intensité des changements augmente en fonction de l'augmentation de la durée de
I'impulsion, alors que la surface soumise a ces changements est asymétrique et augmente
en fonction de l'augmentation de la durée de l'amplitude de I'impulsion. Pour des
amplitudes inférieures, l'électroperméabilisation est seulement obtenue au podle faisant
face a I'¢lectrode positive, alors qu'a des amplitudes plus €levées elle est obtenue aux deux
poles de la cellule. Ils ont aussi observé qu'au pdle faisant face a 1'¢lectrode positive, les
changements se produisent pratiquement simultanément au début de l'exposition, alors
qu'au pole faisant face a 1'¢lectrode négative ils devenaient perceptibles avec un certain
retard. Combinant le suivi de 'activité du colorant avec 1'observation de l'entrée des ions
Ca®" dans la cellule, Gabriel et Teissié ont également prouvé que les régions ou la
structure change correspondent aux régions ou les ions entrent.
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1.3.1.3 Mesures des propriétés optiques

Pour analyser les événements liés a 1'électroperméabilisation au niveau moléculaire,
Kakorin et ses collaborateurs ont mesuré 1'absorbance et la polarisation de la lumicre a
365 nm dans une suspension de vésicules lipidiques contenant du diphenylhexatriene
qui sont ¢€tés exposé€es aux impulsions électriques (Kakorin et al., 1996). Les
changements de polarisation parallelement et perpendiculairement au champ ont été
employés pour évaluer les événements moléculaires, et en particulier la réorientation
des tétes lipidiques. Dans ces expériences, les changements se sont produits en quelques
microsecondes aprés le début de I'impulsion, et avec I'augmentation de 1'amplitude de
I'impulsion, le pdle faisant face a 1'¢lectrode positive était le premier a montrer des
changements caractéristiques de 1'¢lectroperméabilisation. Les mesures de polarisation
ont également suggéré que pendant 1'¢lectroperméabilisation 1'eau pénetre dans la
bicouche, et que la région électroperméabilisée représente de 0.02 a 0.2% de l'aire
initiale de la membrane. Les auteurs ont conclu que ces résultats donnent un support fort
a la théorie de la formation des pores aqueux (Section 1.3.2.8). Dans les expériences
décrites ci-dessus, indépendamment de I'amplitude de I'impulsion, le voltage
transmembranaire n'a jamais excédé = 0,53 V.

1.3.1.4 Mesures de survie et d'internalisation

Les expériences décrites ci-dessus ont été, pour la plupart, effectuées pour la compré-
hension des mécanismes de I'electropermeabilisation en général. En outre, il y a eu aussi
beaucoup d'études qui se sont concentrées sur un aspect plus pratique — celui de
déterminer les conditions expérimentales dans lesquelles 1'¢électroperméabilisation
optimale est obtenue. Dans ce but, les roles des parametres des impulsions, de la
température externe, de la pression osmotique, et d'autres parametres ont été analysés.

Pour la grande majorité des applications, l'efficacité de 1'électroperméabilisation est
déterminée par le taux des cellules perméabilisées de manicre réversible par rapport a la
population totale des cellules exposées aux impulsions. Pour optimiser 1'¢lectroper-
méabilisation, on cherche ainsi les parameétres des impulsions qui, sous des conditions
expérimentales données, fournissent le plus haut pourcentage de cellules perméabilisées
de maniere réversible (i.e., de cellules perméabilisées qui survivent I'exposition). Aussi,
pour que le traitement atteigne son objectif, il est souvent nécessaire qu'une certaine
quantité de molécules exogenes entre dans chaque cellule, et dans ce cas les parametres
optimaux devraient également assurer une internalisation suffisante de molécules par
chaque cellule.

En raison de ces arguments, le role des parametres des impulsions est habituellement
étudié en utilisant une combinaison d'essais qui permettent d'estimer le pourcentage des
cellules qui survivent au traitement, le pourcentage des cellules perméabilisées, la
quantité de molécules exogénes internalisées par cellule, et parfois également la durée
nécessaire pour le recouvrement complet de 1'état non perméabilisé.
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La gamme probablement la plus ample d'investigations avec des impulsions rectangulai-
res a été effectué par M.-P. Rols, J. Teissi¢ et leurs collaborateurs (Rols et Teissié¢, 1989;
Rols et Teissié, 1990a; Rols et Teissié, 1990b; Teissié et Rols, 1993; Rols et al., 1994;
Wolf et al., 1994; Rols et Teissie, 1998a; Golzio et al., 1998). Ils ont démontré que
(1) l'amplitude de l'impulsion détermine l'aire permeabilisée de la membrane, (i) le
produit du nombre des impulsions par la durée de 1'impulsion détermine l'intensité de la
perméabilisation, et ainsi la quantite de molécules internalisées, et (iil) pour
l'internalisation des macromolécules, une plus longue durée des impulsions est nécessaire
(Rols et Teissi¢, 1989; Rols et Teissié, 1990a; Wolf et al., 1994; Rols et Teissi¢, 1998a).

Dans ces expériences, le pourcentage de cellules ¢lectroperméabilisées a augmenté de
facon sigmoidale avec l'augmentation de 1'amplitude des impulsions, et ils ont estimé
que 1'¢lectroperméabilisation se produisait pour des voltages transmembranaires
supérieures a 250 mV (Teissié et Rols, 1993). Ils ont aussi démontré que le seuil
d'¢lectroperméabilisation et le transport a travers la membrane sont influencés par la
pression osmotique (Rols et Teissié, 1990b; Golzio et al., 1998). Enfin, ils ont étudié le
role de la température sur l'efficacité de la perméabilisation, prouvant qu'en ¢élevant la
température d'incubation aprés la pulsation de 4°C a 37°C, la survie des cellules et
l'interalisation des molécules augmentent (Rols et al., 1994).

En utilisant une large gamme de parametres des impulsions rectangulaires, Macek-
Lebar et ses collaborateurs ont prouvé que I'énergie totale d'un train d'impulsions ne
constitue pas un parametre crucial ni pour l'internalisation de petits molécules ni pour la
survie. Au contraire, ils ont observé des variations claires d'interalisation induite par des
trains d'impulsions différentes ayant la méme énergie totale (Macek-Lebar et al., 1998).

Cemazar et ses collaborateurs ont comparé 1'électroperméabilisation de six lignées de
cellules (Cemazar et al., 1998). Ils ont conclu que la dépendance de I'électroperméabili-
sation et de la survie par rapport a l'amplitude des impulsions varie considérablement
entre les diverses lignées. Certaines des variations observées peuvent étre attribuées aux
différences de taille des cellules, mais ces résultats impliquent que des différences de la
structure membranaire pourraient aussi jouer un réle important.

Avec des impulsions exponentielles, Tomov a prouvé que le pourcentage de cellules
¢lectroperméabilisées augmente de fagon sigmoidale avec I'augmentation de l'amplitude
initiale des impulsions et de la constante de temps de I'impulsion (Tomov, 1995).

A ce jour, les études traitant de l'influence de la forme de I'impulsion sur l'efficacité de
|'électroperméabilisation de cellules sont trés rares. Dans une certaine mesure, ceci est
dG au manque de générateurs disponibles pour produire des impulsions de haut voltage
d'une forme autre qu'exponentielle, qui est produite par une décharge simple, ou rectan-
gulaire, avec laquelle le voltage est stabilisée durant de I'exposition. Les études sur des
impulsions rectangulaires biphasiques ont été limitées aux membranes planes et aux re-
gions de "patch-clamp", ou le méme voltage a produit 1'électroperméabilisation avec des
impulsions monophasiques et biphasiques (Tovar et Tung, 1991). Jusqu'a maintenant, la



Sec. 11T ELECTROPERMEABILISATION DE LA MEMBRANE CELLULAIRE 25

seule application des impulsions alternatives non rectangulaires a haut voltage est trou-
vée dans les défibrillateurs cardiaques externes. Ceux-ci emploient une décharge expo-
nentielle avec une polarité qui s'inverse pendant I'impulsion, des décharges consécutives
de deux condensateurs polarisés a l'opposé, ou une onde sinusoidale atténuée. Pour
toutes ces approches, une défibrillation améliorée a été obtenue par rapport a I'effet des
formes correspondantes monophasiques (Bardy et al., 1996; Yamanouchi et al., 1999).

Chang et ses collaborateurs ont rapporté une plus grande efficacité d'électroperméabili-
sation quand une ondulation sinusoidale de fréquence de 5-50 kHz est superposée sur
une impulsion rectangulaire (Chang, 1989; Chang et al., 1991). Récemment, Schoen-
bach et ses collaborateurs ont aussi rendu compte de I'¢lectroperméabilisation avec des
impulsions tres courtes, ayant une durée du 60 ns a 2 us (Schoenbach et al., 1997).

1.3.1.5 Sommaire des observations expérimentales

Alors que certains des résultats expérimentaux décrits ci-dessus restent a confirmer, et
que d'autres sont encore contradictoires, il y a de nombreuses faits expérimentaux dont
validité fait aujourd'hui I'objet d'un consensus général. Ceux-ci peuvent étre récapitulés
comme suit:

= Pour les cellules des tissus ou en suspension, l'exposition aux impulsions ¢électriques
avec une amplitude qui dépasse une certaine valeur critique meéne a une grande
augmentation de la perméabilité et de la conductivité électrique de leur membrane.
Le phénomeéne est initialis€ en moins d'une microseconde apres le début de
I'impulsion (la chute du voltage transmembranaire), et atteint sa pleine ampleur en
quelques dizaines de microsecondes (perméabilité et conductivité augmentées de
plus de trois ordres de grandeur).

* Si l'amplitude, la durée, et le nombre d'impulsions ne sont pas trop élevés, la
membrane récupére son état initial aprés la fin de l'exposition. Le rétablissement
commence en quelques microsecondes, mais 1'état initial est atteint apres quelques
secondes ou quelques minutes.

= ['¢électroperméabilisation est liée a l'induction du voltage transmembranaire. Le
voltage transmembranaire critique, au-dessus duquel 1'¢lectroperméabilisation se
produit, se situe entre 0.2 V et 1 V, suivant la lignée cellulaire et les conditions
expérimentales.

= ['¢lectroperméabilisation ne se produit pas a la méme amplitude d'impulsion pour
toute la population cellulaire. La pourcentage des cellules perméabilisées augmente, et
le pourcentage des cellules survivantes diminue avec l'accroissement de 1'amplitude de
l'impulsion. La pourcentage de cellules perméabilisées et 'internalisation augmentent
avec l'augmentation de la durée des impulsions et de leur nombre.

= Les petites molécules peuvent entrer dans la cellule par diffusion, mais 1'¢lectropho-
rése joue un role significatif dans l'internalisation des macromolécules (e.g. I'ADN), et
une durée plus longue d'impulsions est nécessaire pour un effet satisfaisant.
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1.3.2 Tentatives d'explication théorique de 1'électroperméabilisation

Ce sous-chapitre donne une vue d'ensemble des modeles théoriques qui ont été€ proposés
a un moment ou a un autre comme explications possibles du phénomene
d'¢lectroperméabilisation. Bien que certains d'entre eux soient évidemment plus
plausibles que d'autres, chacun des modéles présentés a eu, au moins pendant un certain
temps, ses défenseurs. En outre, des modéles abandonnés sont parfois rétablis a la
lumiere de nouvelles découvertes ou de nouvelles hypothéses. Ici, on essaye de
présenter les modeles dans leur ordre chronologique, reflétant de ce fait également la
progression historique des développements dans le domaine.

Basés sur les propriétés expérimentalement déterminées de I'électroperméabilisation qui
ont été décrites dans les sections précédentes, nous pouvons également définir plusieurs
conditions spécifiques qu'un modele réussi devrait réunir:

= L'image physique réaliste de la membrane électroperméabilisée. A la différence des
véritables processus de rupture, tels qu'une déchirure d'un fil trop tendu,
|'¢lectroperméabilisation ne mene pas a une désintégration totale du systéme, mais
reste un phénomene local, et souvent également réversible. Par conséquent, le
modele de I'¢lectroperméabilisation devrait décrire la membrane permeabilisée aussi
bien que la membrane non permeabilisée.

= La durabilité de l'état ¢lectroperméabilisé. Les expériences prouvent que 1'état de
perméabilité ¢élevé peut durer quelques minutes aprés que la derniére impulsion
¢lectrique ait été delivrée (Section 1.3.1.1). Si le modéle donne une image réelle de
la membrane électroperméabilisée, il doit aussi expliquer le fait que la récupération
de 1'état initial ne se produise pas immédiatement apres la fin de 1'exposition.

* La réversibilité limitée de I'état ¢lectroperméabilisé. Si l'amplitude et la durée des
impulsions électriques se situent dans une certaine gamme, les cellules récuperent et
retournent aprés un certain temps a 1'état initial, non permeabilisé. Pour des valeurs
supérieures de ces paramétres, les impulsions induisent la mort des cellules,
apparemment en raison de l'irréversibilité de 1'état €lectroperméabilisé.

= La dépendance par rapport a la durée de l'impulsion et du nombre des impulsions.
Les impulsions trop courtes n'induisent pas 1'¢lectroperméabilisation, alors que dans
la gamme de durées entre quelques microsecondes et quelques millisecondes
l'intensité du phénomene augmente avec I'augmentation de la durée de 1'impulsion et
de leur nombre (Section 1.3.1.4). Les modeles qui ne fournissent pas d'explications
a ces propriétés sont donc incorrects ou incomplets.

= Une valeur réaliste du voltage transmembranaire critique pour lequel la rupture de la
membrane se produit. La plupart des modeles décrits dans ce chapitre sont
quantitatifs et donnent une expression explicite pour le voltage transmembranaire
critique. Cette prévision devrait étre en accord avec les données expérimentales qui
se situent dans la gamme de 0.2 V a 1 V (Section 1.3.1.5). Pour permettre des
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comparaisons, on a essaye d'appliquer a chaque formule des valeurs typiques des
parametres. Les parametres qui sont utilisés plus d'une fois sont contenus dans le
Tableau 1, alors que ceux qui sont nécessaires pour seulement un modele particulier
sont donnés dans le traitement de ce modele.

Comme le Tableau 1 le montre, les valeurs de beaucoup de parameétres sont connues
seulement par une approximation de l'ordre de grandeur (ils sont designés par le
symbole ~), ou changent considérablement d'une cellule a une autre (ceux-ci sont
designés par un astérisque). En raison de l'incertitude et de la variabilité de ces
parametres, I'évaluation du voltage transmembranaire critique peut seulement servir
pour le rejet des modeles qui donnent des prévisions trop €loignées par rapport aux
valeurs expérimentales.

Stochasticité¢ de 1'¢lectroperméabilisation. Le phénoméne ne se produit pas a la
méme amplitude d'impulsions pour toutes les cellules, et quelques auteurs
considerent cette propriété comme étant trés importante dans 1'évaluation des
modeles de I'¢lectroperméabilisation [Weaver et Chizmadzhev, 1996].

Cependant, dans le cas des cellules en suspension, au moins une partie de la
variabilité de l'amplitude de l'impulsion critique peut étre expliquée par la variabilité
de la taille des cellules dans la population traitée. Puisque le voltage
transmembranaire induit par une impulsion d'amplitude donnée est proportionnel au
rayon de la cellule, la stochasticité de I'¢lectroperméabilisation est au moins dans
une certaine mesure une conséquence de la stochasticité de la taille de cellules.

Tableau 1. Valeurs typiques des parameétres utilisés pour I'évaluation des modeles d'électroperméabilisation.
~ designe les valeurs qui sont seulement connues par une approximation de 1'ordre de grandeur, et * les valeurs qui
changent de maniere significative d'une cellule a une autre.

Paramétre Notation Valeur Référence ou explication
Cellule, rayon R *1x10° m une valeur typique pour les
cellules eukaryotiques
Membrane, épaisseur (non déformée) d (dy) 5x10° m Gennis, 1989
conductivité électrique O, ~3x107 Sm™ Gascoyne et al., 1993
constante diélectrique €m 4.4x10" Fm! Gascoyne et al., 1993

module d'¢lasticité Y ~ 1x108 Nm? Sugar, 1979

viscosité U 0.6 Nsm™ Dimitrov et Jain, 1984

tension de surface r ~1x107 Jm? Weaver et Chizmadzhev, 1996

tension de bord y ~1x10" Jm’! Weaver et Chizmadzhev, 1996
Cytoplasme, conductivité électrique o 0.3 Sm’! Harris et Kell, 1983;

Holzel et Lamprecht, 1992

constante diélectrique g 7.1x10° Fm’! attribué la méme valeur que €,
Milieu extracellulaire, conductivité a. 1.2Sm™ Sunderman, 1945

électrique (serum de sang a 35°C)

constante diélectrique € 7.1x10"° Fm! Nortemann et al., 1997

(saline physiologique a 35°C)
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1.3.2.1 Le modéle hydrodynamique

Le modele hydrodynamique, développé au début des années 70, décrit le comportement
d'une couche chargée d'un liquide non conductif séparant deux liquides conductifs
(Michael et O'Neill, 1970; Taylor et Michael, 1973). Ce mode¢le essaye d'expliquer
I'électroperméabilisation de la membrane en supposant que la membrane cellulaire est
semblable a un liquide non conductif
et non compressible.

Dans le modéle hydrodynamique, le

voltage transmembranaire produit une

. . . . UZO:d:d(); S:S()', V:V()
pression compressive, mais puisque la

membrane a un volume non com-
pressible, la diminution de 1'épaisseur

meéne a une augmentation corres-

U=0.90U,;
pondante de la surface dé la mem- d~0.73 dy:
brane. Le cytoplasme qui est enve- S~1.3785;

loppé par la membrane doit également V=V o
maintenir un volume constant, et par
conséquent la surface de la membrane

devient ondulée (Fig. 7). Figure 7

L'expansion de la surface de la membrane a comme conséquence une augmentation
progressive de la tension de surface et de ce fait d'une pression qui s'oppose a la dimi-
nution d'épaisseur. Aux voltages suffisamment bas, les deux pressions atteignent un
équilibre, et I'épaisseur de la membrane se stabilise. Pourtant, comme I'Insert 4 I'expli-
que en détail, l'atteinte de 1'équilibre est seulement possible jusqu'au voltage critique

r
U, = dy
2¢

3
m

ou " est la tension de surface, €, la constante di¢lectrique, et dj l'épaisseur de la mem-
brane dans 1'état non déformé. Au-dessus d'U,, pour lequel 1'épaisseur de membrane est
d =dy/2, une instabilité se produit: la pression compressive l'emporte, menant a la
rupture de la membrane. Avec des )y

valeurs typiques des parametres I
(Tableau 1), on obtient U,=0.24V,
qui est dans une concordance relative-
ment bonne avec les données expéri-

[\ w >~ ot (e}
N L ! . |
t u t

mentales (Section 1.3.1.5). Les équa-

tions du modele (Insert 4) permettent 11
également de tracer I'épaisseur de la : , : , : >
membrane en fonction du voltage © 005 010 015 020 0.25 U[V]
transmembranaire (Fig. 8). Figure 8
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Insert 4: L'instabilité selon le modéle hydrodynamique

Dans ce mode¢le, la membrane est une couche de liquide nonconductif avec une constante diélectrique €, et une
tension de surface I'. Le volume V' de cette couche est constant, alors que sa surface S et son épaisseur d sont
variables, avec des valeurs initiales désignées par S, et dy. La pression exercée sur la couche par le voltage
transmembranaire U est

g, U?
P = 2d2 )
et elle est contrecarrée par la pression produite par 'augmentation de la surface membranaire,
s
r rS-.:5p)
=L rgs=-T65=5%)
g V:! s
0

Puisque dans ce modele le volume est constant, d.S = d(,S,, on peut écrire

p :—M:—L%i —IE:—LMO —ID:—Bl —.ig
? doSy do3S O dOB? H 0d dq

L'équilibre est obtenu a une valeur de d a laquelle p; +p, =0:
20 O
U Ol 10
2d o4 o0

On recompose cette relation comme

2
idz —-d +_U Em =

d, or

0.

C'est une équation quadratique et a ainsi deux solutions, mais comme pour U =0 1'épaisseur de la membrane est
d = d,, seulement une de ces solutions,
d 2U%
d=22(1+D), ou D=1-—"—=
2 rd,

a une signification physique. Une solution réelle existe ainsi seulement pour D =0, et I'équilibre est atteint
seulement aux voltages au-dessous de la valeur critique donnée par
Id,
©T 2,

m

Le modéle hydrodynamique a plusieurs désavantages. D'abord, il s'applique aux
liquides avec une fluidité isotropique, et cela n'est pas valable pour la membrane, ou le
mouvement transversal des molécules est trés limité. En outre, il ne répond pas a la
premicre condition donnée au début de ce chapitre, car il ne décrit pas la membrane
¢lectroperméabilisée. Des autres conditions énumérées, la seule a laquelle il réponde est
la prévision d'une valeur réelle du voltage transmembranaire critique.

1.3.2.2 Le modé¢le élastique

Présenté peu apres le modele hydrodynamique, ce modele décrit le comportement d'une
couche ¢élastique chargée ayant une surface constante (Crowley, 1973). Contrairement
au modele hydrodynamique, qui suppose que la membrane a un volume constant et une
surface variable, le modele élastique présume que le volume de la membrane est
variable et que sa surface est constante (Fig. 9).

Dans le modele élastique, le voltage transmembranaire produit une pression compres-
sive, et tandis que le volume de la membrane diminue, une pression €lastique qui aug-
mente graduellement s'oppose a la compression. Comme le modéle hydrodynamique,
le modele élastique prédit l'existence d'un voltage critique au-dessus duquel I'équilibre
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devient impossible (I'Insert 5 donne une
dérivation détailée). Ce voltage est

U, =0.61d, /i
Em

ou Y est le module d'¢lasticité, dy l'epaisseur
initiale de la membrane, et €, la constante
di¢lectrique de la membrane. Au-dessus d'U,,
a lequel d =0.61d), une instabilité se produit,
menant a la rupture de la membrane.

Avec les valeurs typiques des parameétres du
Tableau 1, on obtient U, =4.57 V, qui est un
ordre de grandeur plus haut que la valeur
suggérée par les données expérimentales. Les
équations du modele permettent aussi de
tracer 1'épaisseur de la membrane en fonction

du voltage transmembranaire (Fig. 10).

Figure 9
A d[nm]

Figure 10

Insert 5: L'instabilité selon le modéle élastique
Dans ce modé¢le, la membrane est une couche
¢lastique avec une constante diélectrique €, et un
module d‘¢lasticité Y. La surface de la membrane
S est constante, alors que son volume V et son
épaisseur d sont variables, avec les valeurs initia-
les ¥, et dy. La pression produite par le voltage U,
_eU?
P = 2
2d

est opposé par la pression due a la réduction du

volume membranaire,

14
Y
D= ﬂdV
7, 4
Si Y ne change pas avec la déformation, on a

Vv
Py = YJ'd—V = —Ylnﬁ = —Yﬁnﬁ +ln&D.
I v 4 sH

Comme la surface membranaire est constante,
S =8, le deuxiéme logarithme est nul, et

d
Py = _Y1H70.
L'équilibre est obtenu a d qui donne p; +p, =0:
D)
Enl” _yindo =g,
2d* d
M:lnd_g.
Yd* d?
Soit X =dg /d*; donc
e, U*
Kx=Inx, ou K=—"2—.
Yd?

Les solutions de cette equation n'ont pas une
forme explicite, mais on le vérifie facilement
que ces solutions existent seulement pour
K < 1/e. Ainsi, I'équilibre est seulement atteint

au-dessous du voltage critique donnée par

U, =d, | =0.61d, |~-.
€€, €

En plus de la prévision d'un voltage cri-
tique trop haut, le modele suppose que
Y ne change pas avec la déformation,
ce qui est certainement incorrect a une
compression de =39% au point s'insta-
bilité. En outre, selon le modéle élasti-
que, la membrane permeéabilisée est
une couche d'épaisseur nulle, ce qui est
¢videmment absurde. De plus, ce
modele n'arrive pas a remplir n'importe
quelle autre condition de notre liste.



Sec. 11T ELECTROPERMEABILISATION DE LA MEMBRANE CELLULAIRE 31

1.3.2.3 Le modé¢le hydroélastique

Les hypothéses sur lesquelles sont établis le modele hydrodynamique et le modele
¢lastique s'excluent mutuellement, car on suppose pour le premier un volume constant
de la cellule, et pour le deuxieme une surface constante de la membrane. Ces hypothe-
ses ne sont pas neccesaires si on traite la membrane comme un liquide ayant une tension
de surface ainsi qu'une élasticité. De cette manicre on obtient le modéle hydroélastique
dans lequel le volume et la surface de la membrane varient, et la membrane chargée
devient simultanément comprimée en volume et ondulée (Fig. 11).

Comme les deux modeles décrits pré-
cédemment, le modele hydroélastique
prévoit une instabilité¢ (Insert 6). Avec
les valeurs typiques des parametres du
Tableau 1, on obtient U, = 0.34 'V, en
accord trés étroit avec les données

I
|

I
|

I
|

I
!

BRI

expérimentales. Selon ce modele, a U,
U=0.90U,; d~0.72dy:
S~1.395y; V~0.9992V,

@%@%gﬁﬁ% @Eﬁﬁgg

I'épaisseur de la membrane est réduite
a =50% de sa valeur initiale (Fig. 12),
sa surface est agrandie presque a 200%

. . - =
(Fig. 13), et le volume cellulaire est “% §
réduit a = 99,8% (Fig. 14). DS

Figure 11
A d[nm]
6 4
5
4 4
3 4
2 1
0.5¢ U,
0 0.07 014 021 0.28 0.35 U[V] 0 0.07 014 021 0.28 0.35 U[V]
Figure 12 Figure 13
A VIV,

1.003 1 :

1.0024 U,

1.001 1 :

1.000) i s

0.999 \

0.998 1 :

0.997 1 :

S
0 0.07 0.14 021 028 035 U[V]

Figure 14
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Comme la Fig. 14 le montre, selon le modele
hydroélastique, la compression du volume est
trés petite, et méme au voltage critique le vo-
lume membranaire est réduit de seulement 0.2%
par rapport a la valeur initiale. Par conséquent,
dans ce modele, la supposition d'une valeur
constante du module d'élasticité est beaucoup
plus raisonnable que dans le modele élastique,
ou la rupture de la membrane est associée a une
réduction du volume de presque 39%. Ainsi, la
description de l'instabilité compressive fournie
par le modele hydroelastique est plus réelle que
celles du modele hydrodynamique ou du
modele ¢€lastique. Néanmoins, elle a le méme
probléme général — elle donne une image im-
possible de la membrane électroperméabilisée:
une couche d'épaisseur nulle, seulement cette
fois en plus ondulée. Excepté une prévision
réelle du voltage transmembranaire critique, le

\

modele n'arrive pas également a atteindre
n'importe quelle autre condition donnée dans la

liste présentée au début de ce chapitre.

1.3.2.4 Le modé¢le viscohydroélastique

Dans une étape de plus vers la complexité, le
modele viscohydroélastique (désigné par ses
auteurs sous le nom de modele viscoélastique)
développe le modele hydroélastique en ajoutant
la viscosit¢ membranaire (Maldarelli et al.,
1980; Steinchen et al., 1982). Comme dans le
modele hydroélastique, dans ce modéle la
membrane chargée est comprimée et ondulée.
A la différence du modéle hydroélastique, dans
le modele viscohydroélastique la déformation
n'est pas instantanée, mais suit graduellement
l'induction du voltage transmembranaire. C'est
une conséquence de 1'inhibition du flux molécu-
laire a cause de la viscosité.

En l'absence de la viscosité, le flux moléculaire
n'est pas restreint, et dans les modeles décrits
précédemment, 1'épaisseur de la membrane est

Insert 6: L'instabilité selon le modéle
hydroélastique
On considére une membrane avec la constante
diélectrique €, la tension de surface I' et le
module d‘élasticité Y. On suppose que le
volume V, la surface S et 1'épaisseur d de la
membrane sont tous variables, avec des valeurs
initiales des deux derniéres représentées par Sy
and d,. La pression produite par le voltage
transmembranaire est contrecarrée par les
pressions dues a I'élasticité de la membrane et a
sa tension de surface (voir I'Inserts 4 et 5), avec
I'équilibre donné par
enU”  T(S-5y)
2d? ds

On reformule cette expression:

¥l %y S0 =,
d S

2
enl? TS T _\ dy 4 S0
2Yd*> YdS Yd d S

et on substitue Y =dy/d, & = Sy/S, obtenant

KW? - Kp(1-8) =Iny +Ing,
g, U> r

et Ky =—u.
d2 > vd,

ou K, =

Dans la direction perpendiculaire a la surface
membranaire, les pressions dues a 1'élasticité et
la tension de surface sont coorientées, mais
dans la direction paralléle a la membrane elles
s'opposent. Ainsi a I'équilibre

TS=8) _y1pdo _y1pSo =,
ds d S

Avec la notation utilisée ci-dessus, ceci donne
KW(1-8)=Iny +In§.

Soustrayant cette équation de la premicre
équation d'équilibre, on a

KW? -2K,0(1-8) =0,
et par conséquent
1-&= EE

2K, v

Insérant ce résultat dans la deuxiéme équation
d'équilibre, finalement on obtient

Kl—LIJ2=lnl]J +ln% —ﬁw%

2 0O 2K, [

Cette equation n'a pas une solution explicite,
et pour déterminer la valeur d'U,, on insére les
valeurs des paramétres et on calcule | numéri-
quement en augmentant la valeur d'U jusqu'au
point U =U, pour lequel la solution n'existe
plus.
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donc toujours uniforme. Pour mainte-
nir cette uniformité pendant la défor-
mation, le flux moléculaire change
avec la position sur la membrane. En
présence de viscosité, le flux ralentit,
I'épaisseur uniforme ne peut pas étre
maintenue, et la membrane devient
amincie aux endroits ou l'afflux le plus
¢levé des molécules serait exigé pour
maintenir une €paisseur uniforme (Fig.
15). Jusqu'a un certain voltage, la
membrane atteint toujours un état

d'équilibre, mais aux voltages plus
¢levés, l'intégrité de la membrane ne Figure 15

peut pas étre préservée, et des dis-

continuités se forment aux endroits ou l'amincissement est le plus prononcé. L'analyse
d'une telle instabilit¢ est sophistiquée (Dimitrov, 1984; Dimitrov and Jain, 1984).
L'Insert 7 donne seulement un abrégé de cette analyse, qui établit que dans le modé¢le
viscohydroé¢lastique, l'instabilité se produit seulement si le voltage transmembranaire
excéde une amplitude critique donnée par

U :4/8ryd3
c 82 s

pendant une durée supérieure a la durée critique,

rd;
ou M représente la viscosité de la membrane, et les parameétres restants sont les mémes
que dans les modéles décrits précédemment. Avec les valeurs typiques des parameétres
du Tableau 1, on obtient U, =2.68 V. De ce point de vue, le mod¢le viscohydroélastique
est encore moins valable que le modéle hydroélastique et le modele hydrodynamique,
mais en méme temps il offre un avantage principal par rapport a tous les modeles décrits
précédemment. Dans le modele viscohydroélastique, le voltage au-dessus de la valeur
critique ne suffit pas pour I'électroperméabilisation, car une durée des impulsions
au-dessus de la valeur critique est aussi nécessaire, ce qui explique ainsi la dépendance
d'¢lectroperméabilisation de la durée des impulsions. Ceci est mis en évidence dans la
Fig. 16, qui montre la relation entre l'amplitude et la durée critique du voltage
transmembranaire. A U=1.01xU, =2.71 V, la durée critique est =450 ns, ce qui est en
accord étroit avec les données suggérées par les observations microscopiques (Section
1.3.1.2). De plus, la figure montre qu'avec l'augmentation du voltage, T. critique
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2001 [ns] Ue diminue trés rapidement, et a
1504 U=120xU,= 3.12 V, on obtient
1004 déja 1.=17 ns. Par contre,
sol comme le voltage transmem-

: branaire est induit avec une

0= T > : 5 4 5 U[\7] constante de temps de plusieurs
5001 microsecondes (Section 1.2.2.2,
(-100)1 i Section 2.1.3), les durées les plus

Figure 16 courtes des impulsions avec

lesquelles I'électroperméabilisa-

tion peut €tre réalis¢é ont une valeur de l'ordre de quelques microsecondes. Selon le
modele viscohydroélastique, une fois que le voltage transmembranaire est établi, la
rupture se produit pratiquement instantanément. Par conséquent, ce modele ne peut pas
¢galement expliquer les données expérimentales qui montrent que, par exemple, une
impulsion de la durée du 1 ms réalise une électroperméabilisation beaucoup plus
prononcée qu'une impulsion d'une durée de 100 ps (Section 1.3.1.5, Section 3.2). En
outre, selon ce modele, la membrane électroperméabilisée est f€lée le long des

Insert 7: L'instabilité selon le modéle viscohydroélastique

On traite une membrane avec la constante diélectrique €, la tension de surface I', le module d'élasticité Y et la
viscosité M. Selon le modele viscohydroélastique, les discontinuités se produisent aprés qu'un voltage
transmembranaires U ait ét€ présente pour la durée critique

_ 24y

" 2¢ UK* -8Y -Tdk*’

ou k est le nombre ondulaire (la réciproque de la longueur de l'ondulation sur la membrane). Aux valeurs basses

T;

de U, on obtient une valeur négative du 1., qui est physiquement impossible; ceci signifie que la membrane est
stable, et les discontinuités ne peuvent se produire pour aucune durée des impulsions (ceci peut étre écrit comme
T, — ).
Si l'ondulation peut se former librement (i.e., s'il n'y a aucun point fixe sur la membrane), pour une valeur donné
d'U le nombre ondulaire prend une valeur pour laquelle la valeur de T, est minimale,

dt, _ 96u(e, U’k -Tdsk’)

dk (26, U%k* -8Y —Tdgk*)*

La solution triviale £ = 0 est sans signification car elle impliquerait que les ondes sont infiniment grandes, et donc
il faut retenir la solution
> EnlU”
rdg
Insérant cette valeur dans I'expression de la durée critique, on obtient
24
U gy
rdy,

Cette expression prend une valeur positive seulement pour les voltages au-dessus de 1'amplitude critique donnée par

_Merrd;
U= |—52.
8l']‘l

et les discontinuités se produissent si le voltage transmembranaire U > U, dure plus longtemps que la

T.=

C

correspondante durée critique (voir Fig. 16).




Sec. 11T ELECTROPERMEABILISATION DE LA MEMBRANE CELLULAIRE 35

ondulations, et un tel effet devrait avoir comme conséquence des longues ruptures dans
la membrane. Cependant, de telles ruptures n'ont jusqu'ici jamais étés observées, et la
description offerte par le modele viscohydroélastique, bien que plus plausible que celles
des trois modeles décrits précédemment, reste incertaine.

1.3.2.5 Le modé¢le de transition de phase

Selon tous les modeles présentés jusqu'ici, I'électroperméabilisation est une
modification de la structure supramoléculaire de la membrane. Au contraire, le modele
de transition de phase traite le phénomeéne comme un changement conformationnel des
molécules lipidiques dans la membrane (Sugar, 1979). A I'échelle moléculaire, les
pressions sont remplacées par des énergies moléculaires, et 1'état d'équilibre de pression
correspond a I'état d'énergie libre minimale. Si plusieurs états localement minimaux
existent, ceci implique que plusieurs €tats stables sont possibles, chacun correspondant a
une phase distincte.’

Le mode¢le de transition de phase est une extension du modéle mécanique statistique de
la structure de la membrane lipidique (Jacobs et al., 1975; Jacobs et al., 1977). Selon ce
modele, 1'énergie libre de la membrane a une température 7 et a une surface moléculaire
moyenne S est donné par une expression de forme générale

W(T,8) =W (S) +W(T,S) +W;.(T,S) +W (T, S),

ou W; représente 1'énergie de la flexibilité (reflétant des déformations continues, e.g.
compression), W, I'énergie conformationelle (reflétant des déformations discretes, e.g.
les transitions cis-trans), Wi 1'énergie des interactions entre les chaines dhydro-
carbures, et W, l'énergie des interactions entre les tétes polaires des molécules
lipidiques. Malheureusement, dans le modele mécanique statistique de Jacobs et ses
collaborateurs, seulement WW:(S) est une expression ayant un fondement physique, alors
que les autres sont des polyndmes obtenus par régression des données expérimentales.
En outre, le modéle contient plusieurs paramétres arbitraires,’ et en adaptant le choix de
leurs valeurs, on peut obtenir des résultats aussi proches des données expérimentales
que voulus. Tandis que pour cette discussion les expressions spécifiques et les résultats
quantitatifs du modele présentent peu d'intérét, la description qualitative qu'il fournit est
assez réaliste, et donc presente de plus d'intérét. La Fig. 17 illustre cette description en
représentant le graphique de I'énergie libre par molécule en fonction de la surface
moyenne occupée par molécule, a quatre températures differentes, et avec des unités
arbitraires sur les deux axes.

> Dans des bicouches lipidiques, il y a en général deux de telles phases — la phase solide (gel) et la phase liquide, avec
plusieurs sous-classes.

6 . - R X h e . . . . .
Dans les articles originaux, a ces paramétres ont été atribués des valeurs qui ont conduit les prévisions théoriques a

étre en accord avec les données expérimentales, mais les valeurs réelles de ces paramétres n'ont pas €tés encore
mesurées.
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Comme le montré la Fig. 17, aux températures au-dessous de 7t;, la dépendance entre
I'énergie libre et la surface occupée par molécule a un seul minimum, qui correspond a la
phase solide (gel), qui est le seul état possible (Fig. 18, gauche). Entre T;; et Ttp, un
deuxiéme minimum apparait, correspondant a la phase liquide. Dans cette gamme de
températures, les deux phases peuvent exister, mais la phase qui correspond au minimum
absolu est la plus probable. Au-dessus de 7T, le premier minimum disparait, et la
membrane peut seulement exister dans la phase liquide (Fig. 18, centre). Finalement, aux
températures au-dessus de 73, le minimum restant cesse également d'exister, et la
membrane se dissout dans 1'eau environnante, formant de petites micelles (Fig. 18, droite).
Par exemple, pour la bicouche de dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC), T¢; =25°C,
T, =40°C, and T3 = 165°C (Gennis, 1989).

A H/ T< T(>1 \\\Wg}///// Tes<T
}T“<T<T“2 T<T,
T(',2<T<T<::§ ll<T<T)
% T(',S <T ) s T( ) %
o ; i s %
Figure 17 Figure 18

En présence d'un voltage transmembranaire imposé, le modele décrit ci-dessus doit
prendre en compte une composante additionnelle de I'énergie libre — I'énergie électrique
We.. Ainsi, I'énergie libre totale devient

w(T,S,U)=W:(S)+W(T,S)+W,.(T,S) +Wy, (T,S) +W_(T,S,U),
ou l'on a supposé que I'énergie ¢lectrique dépend non seulement du voltage
transmembranaire, mais aussi de la température et de la surface moléculaire. Dans son
modele, Sugar a dérivé I'approximation suivante pour W, (7, S, U):
y 2
S _ SmS U4
IMkT  128°Y

W.(T,S,U)=kT log

2

ou k représente la constante de Boltzmann, 7 la température absolue, Y le module
d'¢lasticité des molécules lipidiques dans la direction de leurs chaines d'hydrocarbures,
S la surface moyenne des molécules, / la longueur des chaines d'hydrocarbures, €, la
constante di¢lectrique des molécules lipidiques, et U le voltage transmembranaire. Dans
cette formule 1l est évident qu'en présence d'un voltage transmembranaire suffisant, la
contribution de 1'énergie électrique devient négative, décalant la courbe entiere d'énergie
libre vers le bas, et ce décalage est plus prononcé pour des surfaces moléculaires plus
¢élevées. La Fig. 19 montre cet effet 4 une température physiologique 7, pour laquelle
T < T <Ty (pour les raisons décrites ci-dessus, on utilise encore des unités arbitraires
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pour les deux axes). A un voltage U,;, le premier minimum d'énergie libre disparait,
forcant la membrane & passer a I'état liquide. A un voltage U, un peu plus élevé, le
minimum restant cesse également d'exister, ce qui mene a la rupture de la membrane.
Les états de la membrane lipidique aux A

divers voltages sont ainsi analogues a ceux
correspondant aux diverses températures U=0
présentées dans la Fig. 18. En utilisant des 0<U<U,

valeurs numériques pour tous les parameétres
\ . B’ Uer<U< Uy
de son modele, Sugar a calculé que pour la
bicouche de DPPC, U, =260 mV et Upy<U

Us, =280 mV (Sugér, 1979). 3

»nyY

Un comparaison entre les Figs. 17 et 19 0
prouve que selon le modéle de transition de Figure 19

phase, le voltage transmembranaire agit d'une fagon semblable a un échauffement de la
membrane. Aux voltages transmembranaires excédant une certaine valeur, une transi-
tion se produit de I'état solide a I'état strictement liquide, et a une valeur un peu plus
¢levée une autre transition a lieu, qui mene a la décomposition de la membrane. Selon
ce modele, I'¢lectroperméabilisation est donc semblable a la désintégration de la
membrane aux températures hautes, qui produit des micelles ou des molécules lipi-
diques séparées. Une telle description de 1'électroperméabilisation est trés peu réelle,
puisqu'au lieu d'une désintégration complete, la membrane électroperméabilisée conti-

nue a envelopper le cytoplasme, et la celulle revient souvent a I'état non perméabilisé.

Pour une évaluation objective de la valeur prévue du voltage transmembranaire critique,
les paramétres du modéle qui sont actuellement arbitraires doivent étre déterminés par
des expériences. En outre, ce modéle reste incomplet jusqu'a ce que les expressions
obtenues par régression ne soient remplacées par des lois physiques.

Néanmoins, le modele de transition de phase répond a plusieurs exigences auxquelles
les modéles précédents ont tous échoué. L'état électroperméabilisé est un état d'énergie
libre minimale, et le retour a I'état non perméabilisé exige un apport suffisant d'énergie,
ce qui explique la longue durée de I'état €lectroperméabilisé. De méme, la transition a
I'état €électroperméabilisé exige ¢galement un apport suffisant d'énergie, ce qui explique
le réle de la durée de I'impulsion. Au-dessus du deuxiéme voltage critique, la pente de la
courbe de I'énergie libre vers le bas n'est jamais renversée, menant a la rupture et
expliquant la réversibilité limitée de l'¢lectroperméabilisation dans ce cas. Hormis
l'explication du réle du nombre des impulsions, le modele de transition de phase répond
ainsi a toutes les exigences qualitatives de la liste donnée au début de ce chapitre. Ceci
implique que l'approche basée sur I'énergie libre est prometteuse.
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1.3.2.6 Le modéle de dénaturation

Tous les modeles d'électroperméabilisation présentés jusqu'ici ont un défaut commun —
aucun d'eux ne donne une image plausible de la membrane électroperméabilisée. Ce
défaut n'est pas retrouvée dans le modele de dénaturation, qui attribue I'électro-
perméabilisation a la dénaturation des protéines membranaires (Tsong, 1991). Comme
le modele de transition de phase, le modéle de dénaturation traite les événements sur
une ¢échelle moléculaire, en se focalisant sur les protéines membranaires, qui ne sont pas
pris en compte dans les cinq modeles précédents.

La membrane cellulaire contient de nombreuses mm
protéines, dont certaines constituent des canaux pour DO

le transport transmembranaire (Section 1.1). Parmi Huu
ceux-la ont trouvé les canaux voltage-dépendants, qui s Ut U< 0,

sont seulement ouverts si le voltage transmembranaire

dépasse une certaine valeur U, En conditions n B Onnn nn
i |

physiologiques, de telles voltages ne durent que u uuu
quelques microsecondes. Pendant cette période, le

. . . U>U,
voltage transmembranaire fournit également la force \TM o)
d'entrainement pour les ions et les molécules

polarisées, et leur flux par les canaux représente un nnnnnnn nnnnnnn
courant électrique qui produit une dissipation la uuuuuun uuuuuuu
chaleur. Aux amplitudes et aux durées des modifica- Figure 20
tions physiologiques du voltage transmembranaire, les

effets thermiques sont insignifiants, mais un voltage artificiellement induit avec une
amplitude ou une durée largement au-dessus de la gamme physiologique méne a une
dissipation élevée de chaleur dans les canaux. Selon le mod¢le de dénaturation, une im-
pulsion électrique d'amplitude suffisante, U > U, et de durée suffisante a cette amplitude,
T >T1,(U), cause la dénaturation des canaux voltage-dépendants. Ceci empéche leur

fermeture et laisse la membrane dans un état de perméabilité accrue (Fig. 20).

Une désavantage considérable du modéle de dénaturation est qu'il est purement
descriptif, et donc ne donne aucune prévision quantitative de I'amplitude critique ou de
la durée critique du voltage transmembranaire. En principe, une version quantitative de
ce modele peut étre envisagée, mais les calculs précis sont difficiles, car ils devraient
prendre en compte le transfert de la chaleur de l'intérieur des canaux aqueux vers les
régions adjacentes.

Le modele de dénaturation décrit la membrane électroperméabilisée, qui est une
membrane intacte a l'exception de ses canaux voltage-dépendants, qui restent ouverts de
maniere permanente. Il offre une explication de la longue durée de 1'état €lectroper-
méabilis€, car I'état initial est récupéré seulement apres que tous les canaux dénaturés
aient été retirés de la membrane, et ce processus peut demander plusieurs heures (Ohad
et al., 1984). Il explique aussi la dépendance de I'efficacité de 1'¢lectroperméabilisation
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en fonction de la durée de l'impulsion, puisque seulement les impulsions de durée
suffisante ont comme conséquence une dénaturation des canaux. Néanmoins, les
données expérimentales prouvent que la dénaturation se produit en quelques
millisecondes (Kim et Baldwin, 1982), mais que les impulsions d'une durée de 20 ps
peuvent induire 1'¢lectroperméabilisation (Section 1.3.1.5).

La faiblesse cruciale du modele de dénaturation est le fait que ce modéle prévoit que les
protéines membranaires sont responsables de 1'électroperméabilisation, alors que ce
phénomeéne se produit également dans des membranes lipidiques pures, des bicouches
planes et des vésicules (Section 1.3.1.1). Par conséquent, comme ['auteur du modéele de
dénaturation lui-méme le propose, ce modele peut seulement servir en accompagnant un
modele qui décrit I'¢lectroperméabilisation des membranes lipidiques (Tsong, 1991).

1.3.2.7 Le modé¢le de rupture aux interfaces des domaines lipidiques

Comme le modele de transition de phase, le modele de rupture aux interfaces des
domaines lipidiques essaye d'expliquer 1'¢lectroperméabilisation comme consequence
des instabilités liées aux transitions de phase des molécules lipidiques. Néanmoins, ce
modele tient compte du fait que la membrane cellulaire n'est pas homogene, mais se
compose de domaines distincts qui different dans leur structure lipidique, en particulier
par leur contenu en cholestérol. Selon le modele de rupture aux interfaces des domaines
lipidiques, 1'électroperméabilisation est localisée aux frontieres entre les domaines
lipidiques (Cruzeiro-Hansson et Mouritsen, 1988; Cruzeiro-Hansson et al., 1989).
L'é¢lectroperméabilisation est ainsi interprétée comme une rupture le long des interfaces
des domaines lipidiques, comme la Fig. 21 le montre schématiquement.

Comme le modele viscohydroélastique, le modele de rupture aux interfaces des
domaines lipidiques considére que la perméabilité accrue est un résultat de ruptures,
avec la différence que dans le modele viscohydroélastique ces ruptures se produisent le
long des ondulations, alors qu'ici elles se forment le long des interfaces des domaines
lipidiques. Par conséquent, comme avec le modele viscohydroélastique, on peut
conclure qu'il est parmi les plus plausibles des modéles décrits jusqu'ici, mais qu'il reste
incertain, car de telles ruptures n'ont jamais étés observées. Tandis que selon ce modéle
I'¢lectroperméabilisation est localisée aux interfaces des domaines lipidiques, le phéno-
mene est également observé dans des bicouches et

vésicules artificielles avec une structure lipidique 3&8333“ nnnm‘nﬂn ?Um
homogene. Donc, comme dans le cas de la dénatura- gggggg u ]”“““nl vvmﬂ{

tion des protéines, la rupture aux interfaces des
domaines lipidiques peut seulement servir comme un U>Ui \ NU <Uy
mécanisme additionnel, qui peut augmenter 1'électro-

perméabilisation des membranes cellulaires par 883888 mmmm }WUWUU‘
gututy LUIULLL YOVYVY

les vésicules lipidiques. Figure 21

rapport a celle qui se produit dans les bicouches et
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1.3.2.8 Le modé¢le "standard" de 1'électroporation

Dans les quatre premiers modeles traités jusqu'ici — les modeles hydrodynamique,
¢lastique, viscoélastique et viscohydroélastique — 1'¢lectroperméabilisation est vue
comme un phénomene a grande échelle, ou la structure moléculaire de la membrane ne
joue aucun role. Les deux modeles suivants — les modeles de transition de phase et de
dénaturation — représentent 'autre extréme, essayant d'expliquer le phénoméne par les
modifications de structure moléculaire, pour lesquelles la structure membranaire globale
est sans importance.

Un compromis entre ces deux approches est offert par le modele d'électroporation, qui
explique I'¢lectroperméabilisation comme une conséquence de la formation de pores
aqueux transitoires dans la bicouche lipidique. Selon ce modele, chaque pore est
constitué¢ par un grand nombre de molécules lipidiques, mais sa forme, sa taille, et sa
stabilit¢ sont fortement influencées par la structure spécifique de chacune de ces
molécules.

Le modéle d'électroporation sera le dernier décrit ici. Sous sa forme actuelle, il est
considéré par la plupart comme étant I'explication théorique de l'electropermeabilization
la plus concluante. Par conséquent, dans les paragraphes suivants le développement de
ce modele est commenté en détails, de son début jusqu'a sa forme actuelle.

Le premier modele de formation des pores aqueux a été développé indépendamment par
deux groupes qui ont analysé la possibilité de formation spontanée de pores dans des
bicouches lipidiques (Litster, 1975; Taupin et al., 1975). Selon ce mod¢le, qui n'a pas
expliqué les effets du voltage transmembranaire, la formation d'un pore cylindrique de
rayon » change 1'énergie libre de la membrane par

AW (r) =2y - TTW 2,

ou Yy représente la tension du bord, et I la tension de surface membranaire. Le premier
terme, I'énergie de bord, est positif, puisque le pore crée un bord dans la membrane,
avec une longueur qui correspond a la circonférence du pore. Le deuxiéme terme de
I'expression, 1'énergie de surface, est négatif, parce qu'un pore réduit la surface de la
membrane. Cette expression indique que la modification de 1'énergie libre est positive
pour les petits pores, et négative pour les pores suffisamment grands. Ceci implique que
la formation spontanée d'un pore est empéchée par une barriere d'énergie, et explique la
stabilit¢ de la membrane en conditions physiologiques. Le rayon critique pour lequel la
barriere d'énergie atteint une maximum et la taille de ce maximum sont

rc:l’ AVVC :AW(;%):i
r r

Avec les valeurs typiques des paramétres du Tableau 1, on obtient ». =10 nm. Si un
plus grand pore est artificiellement créé (par exemple en percant la membrane), la
barriére de AW, est dépassée, et comme aucun état stable n'existe pour des plus grands
rayons de pore, la membrane se décompose.
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Si le pore se forme en présence du voltage transmembranaire, 1'énergie capacitive de la
membrane augmente. Ceci réduit 1'énergie libre de la membrane par la quantité désignée
sous le nom d'énergie électrique, qui est donnée par,

2 2 _ 2
2d 2d 2d

b

ou & représente la constante diélectrique du milieu aqueux qui occupe l'intérieur du pore
(approximativement celle de 1'eau), et €, la constante dié¢lectrique de la membrane. En
ajoutant ce terme dans l'expression décrivant le changement de 1'énergie libre, Abidor et
ses collaborateurs ont obtenu une expression plus générale (Abidor et al., 1979),
(€= En) TV’
2d

Cette expression indique que la présence du voltage transmembranaire réduit le rayon

AW (r,U)=2yTv —-T* U?.

critique du pore et la barriére d'énergie, qui sont maintenant donnés par
9

RU)=—— AW, (U) =D (1,.U) = o
[+ e Emgp2 M+ S my?
2d 2d

Avec les valeurs typiques des paramétres

du Tableau 1, la Fig. 22 montre 1'énergie 1o fE;AW[loﬂ Il U=0

libre en fonction du rayon du pore en - |%

l'absence et en présence du voltage . | “\\ / U=250 mV
transmembranaire (les lignes continues). o5 |

En présence d'un voltage transmembranaire 0 : : : : .
de 250 mV, le rayon critique est réduit de _ 1 2 3 r[nm]
re =10 nm (en dehors de la gamme de 7

graphique) a 7. =1.93 nm, et la barriére 20T Figure 22

d'énergie diminue proportionnellement.

Comme plusieurs des modeles présentés auparavant, cette version du modele d'électro-
poration ne fournit pas une image réaliste de la membrane permeabilisée, puisqu'un
voltage au-dessus de la valeur critique méne a une rupture complete de la membrane.

Le mod¢le d'électroporation comme défini ci-dessus a un autre désavantage, qui devient
¢vident en regardant la structure d'un pore aqueux proposée par ce modele (bas de la
Fig. 23).” Comme cette figure le montre, les lipides situées du coté de l'intérieur aqueux
du pore sont réorientés de maniere a ce que leurs tétes hydrophiles soient face au pore,
alors que leurs chaines hydrophobes sont cachées a l'intérieur de la membrane. Weaver
et Mintzer ont prévu qu'a des rayons de plus en plus petits, une telle réorientation exige
un apport d'énergie de plus en plus grand (Weaver and Mintzer, 1981), ce qui accroit
I'énergie libre de la membrane (Fig. 22, la ligne a tirets). Ils ont proposé que cet effet

Selon les versions du modele d'électroporation présentées jusqu'ici, la situation décrite est seulement une image
instantanée d'un état transitoire, aprés quoi la membrane récupére (a r <r.) ou se décompose (pour 7 > r).
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puisse étre analysé en considérant 1'énergie de bord
comme une fonction y(r) dont la valeur devient plus
grande lorsque le rayon du pore diminue, et ainsi

_ 2
AW (r,U) = 2y(r) T¥ -T2 fae%w.

Malgré cela, Weaver et Mintzer n'ont fourni aucune
expression pour la fonction y(r).

La prochaine étape dans 1'évolution du modele
d'¢lectroporation a été cruciale, car elle a finalement
envisagé un état stable du pore et donc a donnée
une explication de 1'électroperméabilisation (Glaser
et al., 1988). La raison qui a mené a cette évolution
apparait dans la Fig. 23. Comme cette figure le
montre (et comme l'intuition le suggére), la
structure hydrophile du pore peut seulement étre
obtenue par une transition continue a partir d'un état
initial, hydrophobe, dans lequel les lipides ont tou-
jours leur orientation originale. Jusqu'ici, les
expressions qui décrivent le changement de 1'éner-
gie libre en raison de la formation des pores
n'analysent pas encore cette transition, et envisagent
un pore hydrophile lors de toutes les étapes de sa
formation. Glaser et ses collaborateurs ont raison-
nablement prédit que jusqu'au rayon de pore r, pour
lequel 1'état hydrophile se forme, la situation éner-
gétique d'un pore hydrophobe doit étre analysée.
Pour le changement de 1'énergie libre dii a un pore

hydrophobe, ils ont dérivé 1'expression (Insert 8)

L(r/N)
Iy(r/N)’

ou Iy représente la tension de surface de la surface

AW (r,U)=21dr T,

intérieure du pore hydrophobe, A le rayon caracté-
ristique d'action des interactions hydrophobes, et I;
la fonction modifiée de Bessel de k-éme ordre.
Comme dans le cas du pore hydrophile, le change-
ment total d'énergie libre inclut également un terme
qui refléte la diminution de la surface membranaire.
Si un voltage est présent sur la membrane, 1'énergie
¢lectrique doit aussi étre ajoutée a cette expression.

Figure 23

Insert 8: L'énergie du pore hydrophobe
A une distance p du centre d'un pore
cylindrique de rayon r, la force de
l'interaction hydrophobe est donnée par
(Leikin et al., 1993)

_ . Ly(p/D)
ne)= no—ll(m) )
ou ny est la valeur de n(p) a la surface,
A le rayon caractéristique d'action des
interactions hydrophobes, et /; la fonc-
tion modifiée de Bessel de k-¢me ordre.
Le changement de 1'énergie libre
produit par cette interaction est

r [ O
oW =2md [Ti7 ) + N CnTE 5,
B 0de OF

ou d représente la hauteur du pore (i.e.,

I'épaisseur de la membrane).

En combinant ces expressions, on obtient

Iy(r/N)

L(r/N)

A r>> A, on a I(r/N/LE/A) - 1, et W

est proportionnel a la surface de pore S,
W =SAng,

ce qui démontre que )\r](z) est la tension de

W =2Tdr A

surface interieure du pore hydrophobe,
I'. Elle est mesurable, et on écrit alors
L(r/N)

W =21dr T, .
Iy(r/\)
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Par conséquent, le changement de 1'énergie libre de la membrane est maintenant décrit
par le systéme®

] _ 2
Tdr T Il(r/)\) —FTWZ _(Se Sm)TrF

52 b X U oor <,
AW (r.U)=E 1,7/ \) 2 2d
2 _(E.— € )T o

%T[ry(r)—rﬁr _TU ; r>r,

Le rayon de pore 7, pour lequel la transition de 1'état hydrophobe a I'état hydrophile se
produit correspond a l'intersection de la branche hydrophile et de la branche hydrophobe
de AW, mais comme la fonction y(r) n'est pas définie, il est également impossible de
donner une formulation explicite de 7.

En utilisant A =1 nm (Israclachvili et _

N AAW1021J]
Pashley, 1984), ', =0.05 Nm™ (Glaser et 100,

al., 1988), et avec les autres valeurs du 7.5--"-‘

Tableau 1, nous pouvons esquisser les 501 } U=250 mV

deux branches de AW dans le méme 5] [=30my

graphique, comme la Fig. 24 le montre. 0 ' : : ; .
Pour des voltages transmembranaires de o5 | 1 2 3 7[nm]
250 mV et 350 mV, les lignes continues ol

donnent la résultante des branches Figure 24

hydrophobe et hydrophile, et les lignes a

tirets sont les extrapolations de ces deux branches au dela de leurs domaines effectifs.
Malheureusement, la branche hydrophile est quelque peu fictive, car le y(r) non défini
empéche de représenter cette branche de manicre quantitative.

Le mode¢le de la formation des pores illustré par les Figs. 23 et 24 représente ce qui est
aujourd'hui nommé le modele "standard" de I'électroporation. Selon ce modele, le
voltage transmembranaire réduit I'énergie nécessaire pour une transition de 1'état
hydrophobe’ & I'état hydrophile. Puisqu'ils correspondent & un minimum local d'énergie
libre, les pores hydrophiles sont stables, ce qui explique la longue durée de 1'état
¢lectroperméabilisée. La réversibilit¢ de cet état est limitée parce qu'un voltage au-
dessus de la valeur critique cause une rupture irréversible de la membrane.

8 Certains auteurs écrivent les deux équations sans prendre en compte 1'énergie de surface (le deuxiéme terme),
raisonnant que la surface de la membrane reste constante, et que le volume de cellules augmente (Weaver et
Chizmadzhev, 1996). Cependant, I'énergie électrique (le troisiéme terme) devrait également étre modifiée de fagcon
analogue, ce qui donnerait

r LN g w2 2

Pt oy aa U T
swery=g U
%Trry(r)——se;; U?; r>n

une formule encore plus simple dans laquelle 1'effet du voltage transmembranaire est un peu plus fort. Une telle
modification de 1'énergie libre n'est jamais présentée.

° En raison des fluctuations thermiques latérales des molécules lipidiques, les pores hydrophobes d'une durée de
quelques picosecondes sont toujours présents dans la membrane en une certaine quantité.
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D'un point de vue qualitatif, la dépendance de 1'¢lectroperméabilisation par rapport a la
durée de l'impulsion est aussi expliquée par le modele d'électroporation, puisque la
formation des pores exige un apport d'énergie suffisant pour la transition a 1'état
hydrophile. Dans les modé¢les d'électroporation, y compris le modele standard, le
voltage transmembranaire ne cause pas lui-méme la formation des pores hydrophiles,
mais la facilite, ce qui peut expliquer la stochasticit¢ de 1'électroperméabilisation.
Comme les Figs. 22 et 24 l'attestent, les valeurs auxquelles cet effet facilitant devient
prononcé sont en bon accord avec les observations expérimentales.

Néanmoins, le modéle standard de 1'electroporation a deux déficiences significatives. La
premicére est clairement observable dans la Fig. 24: avec des valeurs réalistes des
parametres, le voltage transmembranaire réduit la barriere de la transition hydrophobe-
hydrophile, mais il réduit la barriere de la rupture irréversible de facon beaucoup plus
forte. De cette maniere, aux voltages transmembranaires au-dessus de =361 mV, la
barriére de la formation des pores est réduite de seulement quelques pour cents, mais le
minimum local de I'énergie libre est supprimé entierement, et ainsi a ces voltages, apres
la formation du pore, une rupture irréversible devrait étre imminente. Cet effet est
indépendant du choix de y(r), puisqu'il est régi exclusivement par la composante
électrique de 1'énergie libre. Le manque de définition de y(r) est la deuxiéme déficience
principale du mode¢le standard de 1'électroporation. En 1'absence de cette définition, les
expressions qui décrivent la barriére d'énergie qui empéche la transition de 1'état
hydrophobe a 1'état hydrophile, et le rayon minimum d'un pore hydrophile, r,, restent
¢galement non définis. Cette imperfection sera probablement corrigée dans un proche
avenir, soit théoriquement, par une dérivation d'une loi physique qui définirait le y(»), ou
expérimentalement, par une mesure de ses valeurs. Sur le long terme, la premicre
alternative est certainement préférable.

Les paragraphes suivants concluent la discussion des modéles théoriques de I'électro-
perméabilisation par une vue d'ensemble courte des diverses révisions du modéle
standard de I'¢lectroporation qui ont été proposées par différents auteurs.

1.3.2.9 Révisions du modéle "standard" de 1'électroporation

Ces derniéres années, on a propos¢ plusieurs approches pour améliorer le modele "stan-
dard" de 1'¢lectroporation présenté dans la section précédente. Deux de celles-ci (Barnett
et Weaver, 1991; Freeman et al., 1994) ont amelior¢ la prévision douteuse de ce modele
selon laquelle le voltage transmembranaire facilite surtout la rupture irréversible. Barnett
et Weaver ont considée qu'un pore modifie aussi I'énergie conductive de la membrane, et
ils ont reformulé 1'énergie électrique de la fagon suivante'”

pdp
I A+AP)*

AW:—( 5)” 2

c

' Avec A(p) = 0, on retrouve le AW, du modéle standard (i.e., le résultat dérivé par Abidor et ses collaborateurs).
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avece

Tpao,

Ap) = ,
®) 2do,

ou O, représente la conductivité du milieu aqueux en dehors du pore, et g, la conducti-
vité a l'intérieur du pore. La valeur exacte du 0, dépend des propriétés des tétes
lipidiques et du milieu aqueux, mais il est plausible d'estimer que 0, = 0.. Avec cette
approximation, on a

_1p
)\(p)__:
2d
et ainsi I'énergie ¢lectrique est donnée par
[(Udlog(1+ T 2, U
AW, =—(g,— ¢, ) U*[ (1+3) 0.
0 +3g
2d
La Fig. 25 cc.)mpare, pour un voltage AAL02 J]
transmembranaire de 350 mV, le chan- 1007
gement d'énergie libre de la membrane 7571
introduit par la modification de 1'énergie 50+
¢lectrique décrite au-dessus (la ligne o951/ N
continue) et sans cette modification (la 0 ; ‘ , ; >
ligne a ftirets). La courbe corrigée du .| 1 2 ‘\‘ 3 4 r[nm]
changement d'énergie libre montre une 01 “\_
gamme sensiblement élargie pour les Figure 25

rayons des pores stables. Le voltage qui

mene a une rupture irréversible est décalé jusqu'a =458 mV, qui est une amélioration en
ce qui concerne la valeur précédente de =361 mV, bien qu'il est toujours relativement
bas. Comme dans le mod¢le standard, dans ce modele révisé 'effet facilitant du voltage
transmembranaire sur la formation des pores aqueux est tres faible.

Freeman et ses collaborateurs (Freeman et al., 1994) ont essayé d'améliorer ce modele
en prenant en considération I'énergie nécessaire aux particules chargées pour traverser le
pore (I'énergie de Born), ce qui a mené a une expression plus compliquée pour le A(p).
Cependant, leur résultat est bas¢ sur une régression des données expérimentales a des
polynomes, et il ne sera pas discuté en détail ici.

Une autre ¢tude a analysé l'effet de la différence entre les osmolarités du milieu
extracellulaire et du cytoplasme (Weaver et Chizmadzhev, 1996). Pour analyser cet
effet, le changement de l'énergie libre doit incorporer le changement de 1'énergie
osmotique généré par la formation d'un pore,

AW = _|Pe _Pi|R w2

osm
2

ou p. et p; représentent respectivement les pressions osmotiques dans le milieu



46 INTRODUCTION Ch. 1

extracellulaire et dans le cytoplasme, et R le rayon de la cellule. L'énergie osmotique
agit ainsi autant que 1'énergie extérieure et 1'énergie €lectrique - elle réduit 1'énergie libre
de la membrane, et elle est proportionnelle & 7*. Ceci implique qu'une différence entre
les osmolarités rend la membrane plus réceptive aux effets du voltage
transmembranaire, ce qui a été¢ confirmé par des expériences (Rols et Teissi¢, 1990b;
Golzio et al., 1998).

Récemment, I'effet de la courbure de la membrane sur 1'¢lectroporation a aussi été
analysé (Neumann et al., 1999). A la différence des bicouches planes, la membrane de
cellules est courbée, et la courbure augmente avec la diminution du rayon des cellules.
Selon les calculs de Neumann et de ses collaborateurs, le changement de 1'énergie de
courbure provoqué par la formation d'un pore est
AW, = oY e,
Rd

ou Y représente le module d'¢lasticité de la membrane, et R est le rayon de la cellule.
Ceci prouve que la courbure réduit I'énergie libre de la membrane et implique que, a un
voltage transmembranaire donné, 1'électroporation est plus intense pour des cellules plus
petites. !

Aujourd'hui, la majorité de chercheurs considerent I'électroporation comme l'explication
la plus concluante de 1'¢lectroperméabilisation. Si a l'avenir elle préserve cette position,
la recherche future, et en particulier les mesures des quantités physiques appropriées,
auront graduellement comme conséquence l'amélioration du modele standard. Il est
raisonnable de compter que certaines des améliorations proposées décrites ci-dessus
seront bientot incorporées au modele standard, alors que des propositions enticrement
nouvelles continueront a apparaitre. Il est également raisonnable d'attendre qu'une
formulation de la fonction y(r) devrait étre donnée dans un proche avenir. On peut
espérer qu'une méthode avancgée de visualisation ou un type différent de détection
fournira un jour une image de la membrane électroperméabilisée a une échelle de
quelques nanometres, et permettra d'obtenir, de ce fait, une évaluation stire de la validité
du concept d'électroporation.

' Cela est valable pour un voltage transmembranaire donné, mais pas pour une amplitude d'impulsion donnée, puis-
que le voltage transmembranaire induit par l'impulsion est proportionnel au rayon des cellules (Section 1.2.2).
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1.3.3 Traitement théorique du transport transmembranaire

Tandis que la section précédente s'est concentrée sur 1'électroperméabilisation
elle-méme, cette section s'occupe de la conséquence la plus importante de ce
phénomene — le transport a travers la membrane électroperméabilisée. En complément
des nombreuses études expérimentales qui ont quantitativement évalué ce transport
(Section 1.3.1.4), une description théorique appropriée du transport a travers la
membrane ¢lectroperméabilisée a une importance incontestable. Alors que les études
expérimentales peuvent seulement se concentrer sur le transport d'un type spécifique de
molécules, un traitement théorique peut fournir une image beaucoup plus large,
décrivant I'entrée des molécules exogenes en général, et aussi la sortie des molécules
endogénes. '?

Il y a trois mécanismes généraux de transport transmembranaire:

» Ja diffusion, générée par le gradient de concentration moléculaire a travers la
membrane;

= ['électrophorese, générée par le gradient de potential électrique a travers la
membrane; et

» ['osmose, générée par la différence entre les pressions osmotiques au niveau des
deux cotés de la membrane.

Dans les sous-sections suivantes, chacun de ces trois mécanismes est traité¢ séparément.
Un accent substantiel est mis sur la diffusion, car c'est le mécanisme qui guide le transport
des petites molécules, et qui a été exploité au cours du travail experimental de cette theése.
L'¢lectrophorése joue un rdle important surtout dans le transport des macromolécules
telles que I'ADN (Klenchin et al., 1991; Sukharev et al., 1992; Rols et Teissi¢, 1998a;
Neumann et al., 1999), et le transport par osmose necessite une différence entre les
pressions osmotiques au niveau des deux cotés de la membrane qui n'a pas €t¢ abordée
dans notre travail. Ces deux derniers mécanismes seront traités avec moins de détail.

1.3.3.1 Transport par diffusion

Quand la membrane est électroperméabilisée, la différence entre les concentrations des
molécules du type M en dehors et a l'intérieur de la cellule a comme conséquence la
diffusion de ces molécules a travers la membrane vers le compartement ou la
concentration est la plus faible. Le flux des molécules a travers la membrane au temps ¢

apres le début de I'¢lectroperméabilisation peut étre généralement écrit comme

oy WU,N,T,F 1) = ACM(t)J'PM(U,N,T,F ,&,1)dS,
S(U,N,TF)
&=(x,y,0)008

ou ACy représente la différence entre la concentration externe et la concentration

2 Tandis que l'entrée des molécules dans la cellule représente le motif principal d'utilisation de 1'électroperméabilisa-
tion, une telle entrée est accompagnée par une sortie des molécules cytoplasmiques, qui est déléteére pour les cellules,
et peut finalement mener a leur mort. Ceci rend I'évaluation de la sortie également importante.
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interne des molecules M, S la surface de la region électroperméabilisée de la membrane,
Py la perméabilité diffusive de la membrane'® pour les molécules M, U l'amplitude des
impulsions, N le nombre d'impulsions, 7" la durée de chaque impulsion, # symbolise la
forme d'impulsion, et & donne I'endroit sur la surface de l'intégration (i.e., la surface
perméabilisée S).

Pour se diriger vers des expressions plus simples, on peut faire diverses hypotheses:

1) Si la perméabilité de la membrane est constante au niveau de toute la surface

perméabilisée (i.e., si Py est indépendant de U et de &), le flux moléculaire devient
&y (U,N,T,F 1) =ACy(t) By(N,T,F,0)S,(U,N,T,F).

ou S, représente l'aire de la surface perméabilisée S.

Tandis que I'hypothese d'une valeur de Py constante dans la surface perméabilisée éli-
mine la nécessité d'intégrer sur S, on doit discuter brievement la plausibilité d'une telle
hypothése. Puisque le voltage transmembranaire induit par une impulsion électrique
d'une amplitude donnée U est position-dépendant (Section 1.2.2), supposer que la Py
est indépendante de & est équivalent a postuler que la Py est indépendante du voltage
transmembranaire — pourvu qu'une valeur-seuil U, soit dépassée. Plus formellement,
cette hypothese peut étre formulée comme

R, = =2, |UTI+ UTR|< U,

=0 (D
EPMOa |UTI+UTR|2UC

ou Urr représente le voltage transmembranaire de repos (Section 1.2.1), et Uy le
voltage transmembranaire induit.

D'une part, une telle hypothése est soutenue par le fait que le voltage transmembranaire
s'effondre en moins qu'une microseconde apres le début d'une impulsion qui produit
l‘électroperrnéabilisation14 (Hibino et al., 1993; voir Section 1.3.1.2). D'autre part,
l'effondrement n'est pas complet, et donc le voltage induit joue également un role apres
que l'effondrement soit achevé. Les effets plus prononcés de I'électroperméabilisation
pour des amplitudes d'impulsions plus élevées ne sont pas nécessairement une
consequence diie a une Py élevée, mais peuvent aussi étre le resultat d'un plus grand
aire aire électroperméabilisée de la membrane. Néanmoins, le voltage induit pourrait
aussi jouer un rdle avant son effondrement, ce qui rend la Py dépendante de 1'amplitude
de I'impulsion, et de la position sur la membrane.

13 Py [m s_l] est définie comme le coefficient de diffusion de la membrane pour les molécules M, Dy, [m?s™'], divisé par
1'épaisseur de la membrane, d [m].

' Ceci ne veut pas dire que la membrane atteint I'état perméabilisé définitif pendant la premicre microseconde apres
le début de I'impulsion. Les expériences potentiométriques de Hibino et de ses collaborateurs impliquent seulement
qu'au cours de cette période, la conductivité de la membrane augmente au moins par deux ordres de grandeur.
Comme des impulsions d'une durée au-dessous de 10 pus ne produisent aucun transport perceptible a travers la
membrane (Sections 1.3.1 et 3.2.1), 'évolution de la membrane perméabilisée vers I'état ou le transport des molécules
devient possible dure apparemment au moins quelques microsecondes.
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2) Pour le calcul du S, il est habituel de supposer (i) qu'Urr =0, (i1) que les cellules
sont sphériques, et (iii) que 1'¢lectroperméabilisation se produit aux endroits ou une
certaine valeur critique du voltage transmembranaire, U, est dépassée, indépendam-
ment des valeurs de N, 7, et £. Ainsi, S, peut étre écrit comme (voir I'Insert 9 pour des
détails de la dérivation)

[0, Uro <U.

S, :4TR2H
U, /Ury, Ur 2U,

2)

ou Uty représente la valeur maximale du voltage transmembranaire induit (i.e., I'Ury au
deux podles de la cellule qui font face aux électrodes) qui peut étre estimé comme
(Section 1.2.2)

U =—— 3)

ou U représente l'amplitude de I'impulsion, et / 1a distance entre les électrodes.
Pour une cellule donnée, U, a une valeur constante, et ainsi

CDM(U:NaTaF at) :ACM(t)PM(NaTaF at)Sp(UaF )a

avec S, défini par (2) et Uty donné par (3).

Les valeurs typiques d'U. dépassent les valeurs typiques du voltage transmembranaire
de repos d'au moins un facteur cinq (Sections 1.2.1 et 1.3.2.1), et la marge d'erreur
introduite par l'ignorance du voltage transmembranaire de repos n'est pas ainsi tres

Insert 9: L'aire de l]a membrane ou le voltage transmembranaire dépasse la valeur-seuil U, (a Urg =0)
L'aire d'une coupole sphérique est indiquée par
S, =2mR*(1 —cos ¢,),

ou R représente le rayon de la sphere, et ¢, l'angle polaire mesuré a

partir du centre de la sphére au bord de la coupole (voir la figure).

Le voltage transmembranaire induit sur une sphére est donné par
(Section 1.2.2)

0

Uy =Uzy cos ¢,

ou Ury représente la valeur maximale d'Ury.

Ainsi, en 'absence du voltage de repos, un voltage transmembranaire

A i i
ST

au-dessus d'une valeur critique, |Ury| 2 U,, se produit a

|c0s¢|2 cosd,=U, /Uy,
ce qui nous permet de formuler l'aire S, comme

S, =2mR*(1 ~U, /Uyy) -
La méme situation se produit aux coupoles faisant face a chacune des électrodes, et donc la surface totale
électroperméabilisée S, est donnée par

S, =25, =4TR*(1 U, /Uyyp),

pour Uryg 2 U,, et S, =0 autrement.
Cette dérivation ignore le voltage de repos qui est en réalité également présent sur la membrane. Le voltage de

repos réduit le voltage transmembranaire total a un péle, et l'augmente de la méme quantité au pdle opposé.
L'expression qui prend cet effet en considération sera donnée dans la Section 4.4.
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grande, mais elle n'est pas négligeable. Dans la Section 4.4, on discutera de cette marge
d'erreur et de ses implications plus en détail.

3) Si le temps écoulé apres le debut de I'¢lectropermeéabilisation est beaucoup plus court
que la constante de temps qui caractérise 1'équilibration des concentrations de M, leur
différence peut étre considérée comme une constante, et on obtient

&y (U,N,T,F ,t) = ACy Ry (N,T,F ,1) S,(U,F), 4)

4) Abstraction faite de £, et avec I'hypothése que Py diminue avec le temps de maniére
exponentielle,

By(N,T,t) = By (N,T)e *N-1r

on obtient — excepté pour la notation — I'expression dérivée par Rols et Teissié (Rols et
Teissi€, 1990a; Rols et Teissi¢, 1998a),

@y (U, N,T,t) = DCy Byo(N, T) A1 =U, [ Uryy) e V"

ot A = 4TIR? représente l'aire de la membrane, et Uryo(U) est donné par (3).

Pour obtenir le montant total des molécules transportées pendant la durée ¢ apres le
début de 1'¢lectroperméabilisation, le flux moléculaire est intégré par rapport au temps,

t

NM(U,N,T,F,t)ZJ'qJM(U,N,T,F,T)dT. 5)
0

Un des objectifs principaux de ce travail doit contribuer a la connaissance, et peut-étre a
la compréhension, du réle des divers paramétres des impulsions dans le transport
transmembranaire des molécules, qui est le but primaire de 1'¢lectroperméabilisation.
Les expressions (4) et (5) représentent le fondement pour une évaluation analytique de
ce role. A partir de cette évaluation, on peut espérer obtenir des indications qui
permettront d'ajuster les parametres des impulsions en vue de l'augmentation de
l'efficacité de I'électropermeabilisation in vitro.

1.3.3.2 Transport par électrophorése

L'électrophorese représente un autre mécanisme de transport transmembranaire qui, a la
différence de la diffusion, est actif seulement pendant l'impulsion électrique, et
fonctionne seulement pour les molécules chargées. Par des expériences, on a établi que
la force d'entrainement électrophorétique joue un role important dans le transport des
macromolécules (Rols and Teissié, 1998a). Par contre, 1'électrophorese n'a pas une forte
incidence dans le transport des petites molécules, pour lesquelles le transport se produit
surtout par diffusion. Ceci a mené a une distinction relativement pointue entre les
protocoles d'électroperméabilisation utilisés pour le transport de petites molécules et
ceux utilisés pour l'internalisation des macromolécules. Pour le transport des petites
molécules, ['¢lectroperméabilisation suffit, et les impulsions avec des durées de
quelques dizaines de microsecondes jusqu'a plusieurs millisecondes réalisent ce but
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avec succes. Par contre, le transport €électrophorétique des macromolécules se manifeste
seulement pendant I'impulsion, et pour réaliser une entrée suffisante de macromolécu-
les, les impulsions de durées typiques comprises entre quelques millisecondes et
quelques dizaines de millisecondes sont utilisées (Wolf et al., 1994; Rols et Teissié,
1998a; Mir et al., 1999). Pour molécules ayant une concentration extracellulaire Cy; et
une charge ¢lectrique ey, le flux a travers la membrane est donné par

CDM(UaN:T:F ’t) = CM(t)e]%/IJ.[Ul(Ua E) +Ur] PME(UaNaTaF 5 Eat)dSa
S(U,N,TF)
&=(x,y,2)08
ol Py représente la perméabilité électrophorétique de la membrane ' pour les molécu-
les M, le reste de la notation étant le méme que dans la Section 1.3.3.1.

Comme dans le cas de la diffusion, la quantité totale des molécules transportées par
¢lectrophorese est obtenu par l'intégration par rapport au temps. Néanmoins, alors que
pour la diffusion l'intégration s'étend toujours jusqu'au temps ¢ écoulé apres le début de
I'électroperméabilisation, pour 1'électrophorese la limite supérieure de l'intégration est la
durée de l'impulsion #r. Ainsi, la quantité totale des molécules transportées est donné par

l:ll‘

EJCDM(UaN’TstT)dT» 1< tp
NM(U’NaTaFat):D

0r

EIGJM(U,N,T,F,T)dT, t>tp

0

Pour les expressions ci-dessus, des hypotheses analogues au cas de la diffusion peuvent
étre postulées, menant a des simplifications similaires. En outre, si 1'électroperméa-
bilisation est modelisée par I'¢lectroporation (Section 1.3.2.8), une analyse spécifique
peut étre exécutée pour le transport é€lectrophorétique a travers des pores aqueux
cylindriques (Parsegian, 1969; Weaver et Chizmadzhev, 1996).

1.3.3.3 Transport par osmose

Si les pressions osmotiques sur les deux cotés de la membrane ne sont pas égales, un
flux du soluté se produit a travers la membrane ¢électroperméabilisée dans la direction de
I'équilibration des pressions. Pour une difference des pressions osmotiques Ap et pour
une concentration Cy des molécules M dans la solution, le flux a travers la membrane
est donné par

®y(U,N,T,F 1) =Cy(2) An(t)J’PMP(U,N,T,F ,&,1)dS,
SWU,N,T,F)
&=(x,y,2)08

oll Pyip représente la permeabilité osmotique de la membrane '® pour les molécules M, le

15 i.c., la perméabilité par unité de voltage transmembranaire et par le carré de la charge des molécules M [ms'C2V™).
16 . s . oo . . s e 1
i.e., la perméabilité par unité de différence des pressions osmotiques sur les deux cotés de la membrane [ms™ Pa™|.
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reste de la notation étant le méme que dans la Section 1.3.3.1.

La quantité de molécules transportées a travers la membrane est encore calculée par
intégration, et comme dans le cas de la diffusion, le transport osmotique n'est pas limité
a la durée de l'impulsion,

t

Ny(U.N.T.F 1) = [ @y(U,N.T.F, DdT.
0

Dans le cas du transport osmotique, la différence des pressions osmotiques change
¢galement avec le temps, et 1'intégrale donné ci-dessus peut seulement étre transformée
a une expression ¢lémentaire pour les durées pendant lesquelles le changement de la
concentration et le changement de la différence de pression sont insignifiants. Dans le
modele de l'electroporation, une analyse plus détaillée est possible pour le transport
osmotique a travers les pores aqueux cylindriques (Weaver et Chizmadzhev, 1996).



CHAPITRE 2

Résultats théoriques:
modéles du voltage transmembranaire induit

Ce chapitre présente des considérations théoriques sur la validité de quatre approxi-
mations faites dans la théorie classique du voltage transmembranaire induit (voir la
Section 1.2.2).

La théorie classique suppose que la membrane est enticrement non conductive, et sur
cette hypothése le voltage transmembranaire induit dépend seulement du champ
¢lectrique et du rayon de la cellule. Dans la Section 2.1, nous considerons le cas plus
général d'une membrane conductive, et nous analysons la sensibilit¢ du voltage
transmembranaire induit aux conductivités de la membrane, du milieu externe et du
cytoplasme, aussi bien que du rayon de cellules. On étudie également le rdle de ces
parametres dans la constante de temps de I'induction comme elle est formulée par la
théorie classique.

La théorie classique fournit un outil pour I'évaluation au cours du temps du voltage
transmembranaire induit par des impulsions rectangulaires et des ondes sinusoidales.
Dans la Section 2,2, nous développons une méthode d'analyse au cours du temps du
voltage transmembranaire induit par un champ électrique général qui varie avec le
temps, et nous appliquons cette méthode pour analyser l'induction du voltage
transmembranaire par des impulsions exponentielles, des impulsions rectangulaires
modulées par des ondes sinusoidales, et des trains d'impulsions rectangulaires.

Selon la théorie classique, le processus d'induction du voltage transmembranaire est un
processus de premier ordre, et pour des champs alternatifs ayant des fréquences au-
dessous de 1 MHz, cette approximation est enticrement valide. Dans la Section 2.3,
nous développons un modele plus général de l'induction par des champs alternatifs,
attribuant au cytoplasme, a la membrane, et au milieu externe non seulement des
conductivités électriques, mais aussi des constantes diélectriques. Ceci méne a un
modele de deuxieme ordre, et nous analysons les différences entre les prévisions de ce
modele et le modele classique de premier ordre.

Les équations de la théorie classique ont été dérivées uniquement pour le cas des
cellules sphériques, et ceci est seulement applicable a certaines cellules en suspension.
En outre, il y a des cellules avec des formes beaucoup plus aplaties (telles que les

93
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érythrocytes) et aussi des formes beaucoup plus allongées (telles que les bacilles) que
celle de la sphére. Dans la Section 2.4, nous dérivons l'analogue de 1'équation de
Schwan pour les cellules sphéroidales aplaties et allongées, et nous démontrons que
nous pouvons obtenir des distributions du voltage transmembranaire induit sur la
membrane qui sont loin de la loi de cosinus donnée par 1'équation de Schwan.

2.1 ARTICLE 1

Sensitivity of transmembrane voltage induced by applied electric
fields — a theoretical analysis

[Analyse théorique de la sensibilité du voltage transmembranaire
induit par des champs électriques]

Publié dans Bioelectrochemistry and Bioenergetics 43: 285-291, 1997

Sommaire: La dépendance du voltage transmembranaire induit par rapport a la
conductivité du milieu extracellulaire, la conductivité de la membrane, la conductivité
cytoplasmique, le rayon des cellules et la durée d'impulsion électrique ont été étudiés.
Nous avons dérivé d'abord la formule qui donne le voltage transmembranaire induit
pour le cas ou des conductivités différentes de zéro sont attribuées au cytoplasme, a la
membrane, et au milieu extracellulaire:

_3 A J3dR*A + (3d*R-d* )\, - \)]
2 R3()\m +2)\e)()\m+ %)\i)_ (R_ d)3()\0_)\m)0\i_)\m)

AD ERcos¢

ou A, Ap et A, représentent respectivement les conductivités électriques du cytoplasme,
de la membrane cellulaire et du milieu extracellulaire, R le rayon de la cellule,
d 1'épaisseur de la membrane, et ¢ I'angle polaire mesuré a partir du centre de la cellule
par rapport a la direction du champ.' 1l est facile de vérifier que l'attribution de Ay, =0
mene a 'annulation de d, A; et A, et que de ce fait la simplification de la formule donnée
ci-dessus se produit, menant & I'équation de Schwan.”

Cette étude prouve que les variations de la conductivité de la membrane, de la
conductivité cytoplasmique et du rayon des cellules dans des marges des valeurs
physiologiques n'influencent pas le voltage transmembranaire induit d'une maniere
importante. Ceci est valable a la condition que la conductivité extracellulaire
corresponde aussi aux conditions physiologiques, et que la durée de l'impulsion
¢lectrique soit au-dessus de 10 ps.

! Cette équation est valable seulement dans le cas d'une membrane d'épaisseur et de conductivité constantes.

* Certains journaux exigent l'utilisation de symboles spécifiques pour désigner certaines quantités, et malheureuse-
ment, ces conditions différent d'un journal a l'autre. Ainsi, dans cet article et dans l'article de la Section 2.2, la
conductivité électrique est désignée par A, alors que dans le texte de cette thése, ainsi que dans les articles des
Sections 2.3 et 2.4, la conductivité électrique est désignée par O.
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Cependant, si la conductivité¢ extracellulaire est réduite aux valeurs typiques des
"milieux de basse conductivité", le voltage transmembranaire induit diminue considé-
rablement, et le temps de chargement de la membrane augmente jusqu'a une valeur de
quelques millisecondes. Ceci augmente l'amplitude et la durée minimales des
impulsions électriques capables de produire une ¢€lectroperméabilisation des cellules.
Dans des "milieux de basse conductivité", le voltage transmembranaire induit est aussi
largement plus sensible aux variations du rayon de cellules, de la conductivité¢ de la
membrane, et de la conductivité cytoplasmique. De tels milieux sont employés dans
beaucoup d'é¢tudes concernant les effets du champ électrique sur des cellules in vitro.
Notre étude montre que dans ces cas, pour évaluer le voltage transmembranaire induit, il
est important de prendre en considération les valeurs des conductivités et du rayon des
cellules utilisées, ainsi que la durée des impulsions ¢électriques appliquées.
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Sensitivity of transmembrane voltage induced by
applied electric fields—a theoretical analysis
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Abstract

The sensitivity of induced transmembrane voltage to extracellular conductivity, membrane conductivity, cytoplasmic conductivity, cell
radius and electric pulse duration has been studied. The study showed that variations of membrane conductivity, cytoplasmic conductivity
and cell radius within the ranges of their physiological values do not influence induced transmembrane voltage substantially, provided that
extracellular conductivity also corresponds to the physiological conditions, and duration of the electric pulse is in range of 10 ws or
longer. However, when extracellular conductivity is reduced to the values typical for a ‘‘low conductivity’’ medium, the induced
transmembrane voltage decreases considerably, while the charging time of the membrane increases up to the range of 1 ms. This increases
the necessary amplitude and duration of electric pulses used for electroporation. In a ‘“‘low conductivity’’ medium, the induced
transmembrane voltage is also much more sensitive to variations in cell radius, membrane conductivity, and cytoplasmic conductivity.
Such a medium is used in many in vitro studies of the effects of an electric field upon single cells. Our study shows that in these cases, in
order to evaluate the induced transmembrane voltage, it is important to consider the values of conductivities and radii of cells used in the
experiment, as well as the duration of the electric pulses used. © 1997 Elsevier Science S.A.

Keywords: Electric field stimulation; Electroporation; Transmembrane voltage; Low conductivity medium; Pulse duration

1. Introduction

Most known biological effects of externally applied electric fields are based on a field-induced change of the
transmembrane voltage (also called transmembrane potential, or transmembrane potential difference) [1-4]. This can
produce a variety of profound biochemical and physiological responses in cells, tissues, and whole body. When the cell is
exposed to high-intensity pulses of an electric field, a supraphysiological transmembrane voltage is induced, causing
formation of pores in the membrane and leading to increased membrane permeability. This phenomenon, called electropora-
tion, is used for gene transfection [S], preparation of monoclonal antibodies in immunochemistry [6], electrochemotherapy of
tumors [7], etc.

All these applications are based on changes in transmembrane voltage which are induced by external electric fields. It is
therefore evident that correct evaluation of the induced transmembrane voltage is of great importance in assessing the
effects of applied electric fields on cells.

The analytical calculation of the induced transmembrane voltage A®, caused by a uniform direct electric field across a
homogeneous membrane is based on the assumption that the cell is spherical. This postulation is incorrect for many kinds of
cells, such as plated cells, cells in tissues, and rod-shaped bacteria; furthermore, the analytical calculations also do not apply
in case of a charged membrane surface (in these cases, a numerical calculation is necessary; see also the comment in
Section 4). For a spherical cell with no surface charge, A®, is calculated by solving the Laplace equation. Taking into

* Corresponding author. Fax: +386 61 1264 658.

0302-4598 /97 /$17.00 © 1997 Elsevier Science S.A. All rights reserved.
PII S0302-4598(97)00023-8
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account the geometric and material properties of the cell and the surrounding medium (Fig. 1), the position-dependent A®,,
follows the expression:

A®, (1) =f,ER cos O[I—f:xp(—’ir)] (1)

where E is the strength of the electric field, R is the cell radius, @ is the polar angle measured with respect to the direction

of the field, f, is a function reflecting the electric and dimensional properties of the cell and the surrounding medium (for a
course of derivation, contact the authors):

3A,[3dR, + (3R = d*) (A, — A)]

fi= 2
2R3()‘m + 2A())()‘m + %)‘1) - 2(R - d)3()‘0 - )‘m)( Ai - ’\m) ( )
and 7 is the time constant of the membrane which reads [8):
RC,,
T=T3xx R ()

—— L,
20, +A, d

Symbols in Egs. (2) and (3) are defined in Fig. 1.
In the treatment of induced transmembrane voltage, two simplifications are usually made. Firstly, the membrane is
considered to be absolutely insulating. This causes the function f; to take the form of a constant:

Ag=0=f=3 ©
and Eq. (1) reduces to:
t
A®_(t) = 2ERcos 0[1 - exp( - —)] (5)
T

Secondly, it is often assumed that the time constant of the cell membrane is much smaller than duration of the exposure
to the field (i.e., pulse duration). In this case, the exponential time dependence approaches the static asymptotic value:

¢
t>>'r=>[l—exp(——)]—>l (6)
T
which further simplifies Eq. (5) to yield the well known expression for the induced transmembrane voltage [9]:
AP, = 3ERcos 0 (7)

An experimental evaluation of the induced transmembrane voltage [10] gave significantly lower values of f, than the
theoretical estimation obtained from Eq. (7) (i.e., f, = 1.5). The authors suggested that the derivation should be reexamined
without neglecting the membrane conductivity. The same conclusion was also made in at least two other papers [11,12].

Fig. 1. The model on which the calculations were based. The cell is a sphere with radius of R. It is enclosed by a shell of uniform thickness d (the
membrane). The external electric field is homogeneous, and E is the absolute value of the electric field strength vector. Specific conductivities are
attributed to spaces occupied by cytoplasm (A;), membrane (A,,) and extracellular medium (A,). Membrane capacitance is denoted by C,.
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Fig. 2. Time course of the induced transmembrane voltage A@, at § = 0. According to the most simplified relation given by Eq. (7), A®,, reaches its
peak value immediately after the electric field has been turned on (dotted curve). If the time constant of the membrane is considered (Eq. 5), A®, keeps
gradually approaching the peak value as long as the electric field remains turned on; after the field has been turned off, A®, gradually decreases (dashed
curve, at pulse duration 7 = 1.87). Furthermore, if the membrane is not regarded as absolutely insulating (Eq. 1), f, is lower than 1.5, thus decreasing the
peak value of A@, (solid curve, at 7= 1.87 and f, =1.2).

Eq. (2) shows that f, is a function of A,, A, A,, R and d. Also, 7 given by Eq. (3) is a function of A, A, A, R, d
and C,,. For both f, and 7, it is obvious that the justification of the described simplifications depends on the actual values
of these parameters in a specific experiment (Fig. 2).

This study was designed to theoretically evaluate how strongly the two described simplifications affect the correctness of
theoretical prediction of induced transmembrane voltage in different experimental situations.

2. Parameters and calculations

An average physiological value obtained from the literature was attributed to A,, A, A, R, 4, and C (henceforth
referred to as standard values of the parameters), as well as its lowest and highest values reported in the literature, defining
the range of parameter variation in adequate parametric study (Table 1). In each parametric study, we varied the value of the
analyzed parameter within its defined range, while other parameters were set at their standard values. The dependence of f;
and 7 on A, A,, A;, and R was analyzed, while d was kept at its standard value of 5 nm [13], and C,, was set at 0.01
Fm~2 [12,14]. Mathematica® software was used for numerical calculation.

For the physiological environment, the ranges of the values for the conductivity parameters are quite narrow, since the
ionic composition of every compartment within the organism is well regulated. Thus, the ranges for A; and A only reflect
the differences between reported measurements (see Table 1). In the case of in vitro experiments, the choice of the
extracellular medium is more arbitrary. For this reason, A, varies for several orders of magnitude between different
experiments reported. The most extreme deviation from physiological conditions occurs when an extracellular medium with
a significantly lower conductivity is used. This is often the case in experiments where cells are manipulated by intense

Table 1

Standard values and ranges used in parametric studies

Parameter Denotation Standard value Lower limit Upper limit
Extracellular medium conductivity A, 20X107' Sm™'? 50x107*Sm~!'? 208Sm™!' ¢
Membrane conductivity A 50x1077Sm™" 4 1.0x1078Sm™'f 12x107¢5m™"*
Cytoplasmic conductivity A 20x107"'Sm™'# 20X1072Sm™' " 10Sm™'"!

Cell radius R 10 pm ’ I pm ! 100 pm !
Membrane thickness d 5nm ¢ ) - -~

Membrane capacitance Cp 10X10”"2 Fm™2 f - -

Set at equal standard value as A;, as proposed by Lojewska et al. [11).
Fuhr et al. [15].

Set at 10 times the standard value.

Gascoyne et al. [25].

From Hu et al. [26], using the conversion by Amold et al. [16].
Holzel and Lamprecht {14].

Harris and Kell [27].

Set at 1 /10 of the standard value.

Grosse and Schwan [12}.

Alberts et al. [13].

- T m =™ 0 o 6 o »
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electric fields (e.g., electroporation, electrofusion, electrorotation, dielectrophoresis), as the use of a low conductivity
medium reduces the electric current and thus the heating of the suspension. In measurements of the electrorotational spectra,
the use of an extracellular medium with conductivity as low as 5 X 107* S m~! was reported [15], which is approximately
four hundred times lower in comparison to the physiological extracellular solution. In most similar experiments,
conductivity of extracellular medium was in range between 1072 and 1072 S m~ ' [14,16-21].

3. Results and discussion
3.1. Function f

In the first part of the study we tested the sensitivity of £, to variations in conductivity parameters (A, A, A, and the
dimension of the cell (R). For this, the electric pulse duration was assumed to have lasted long enough to justify the
simplification given by Eq. (6). Since f, is proportional to the induced transmembrane voltage A®_ . deviation of f;
provided by Eq. (2) from the simplified value of f, = 1.5 indicated the error margin in the evaluation of A@_ by using Eq.
(.

We found that in the case of parameter values which correspond to the physiological conditions, Eqgs. (1) and (7) yield
very similar values of the induced transmembrane voltage, i.e., f, evaluated by using Eq. (2) is sufficiently close to the
simplified value of f, = 1.5 (the deviation never exceeds the 5% limit). However, if the cells are exposed to the field in a
low conductivity medium, £, is significantly reduced, leading to a considerably lower value of A®_ compared to Eq. (7)
(Fig. 3a). With respect to these results, the sensitivity of f, to other parameters (A,, A, and R) was studied at a typical
physiological value of the extracellular medium conductivity (A,=2X10"" Sm ") and at two values characteristic for a
low conductivity medium (A, =5X 107> and 1 X 107* Sm™").

Fig. 3b to Fig. 3d show the dependence of f, upon these parameters. The value of f, generally decreases with increasing
membrane conductivity, but the effect is much more distinctive in a low conductivity medium (Fig. 3b). With changes in
cytoplasm conductivity within the defined range, f, practically retains a constant value (under 5% change), however, the
use of a low conductivity medium again causes a considerable decrease of f (Fig. 3¢).

Egs. (4) and (7) predict that both f, and A®, are independent from cytoplasmic conductivity, membrane conductivity
and extracellular conductivity, as well as from membrane thickness. This is not the case with the cell radius, as according to

20 " o o 2.0
a) ; low com?ucnvuy n vvo b) T experimental data
B medium _‘_cggndxtlons -
15 e -
fil- fol- T~ ~~
10 ~ ™.
~ S
— A = 02 Sm ~
05+ ___ i = 0005 Sm’ ™~
— = Ay = 0001 Sm’ ™~
0.0 + : . 0.0 : :
1.0¢-4 1.0e-3 1.0e-2 1.0e-1 1.0e+0 1.0e-8 1.0e-7 1.0e-6
Aol Sm A/ S
20
c) ¥ d) 2.0 ;
15 3 - 15 F—————
L — T T T T T T I —e \\\\\ —
Sl - fel T T
10FE- —  — —— T 10 4 T \\_
ho= 02 Sm'! — =02 Sm’ Iy ’
053 ——— a = 0005 Sm™ 051 ——— A = 0005 Sm’ T
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Fig. 3. Dependence of function f, on electric and dimensional properties of the cell and the surrounding medium. (a) Influence of extracellular medium
conductivity upon the value of 7, (at A;=2.0X10"" S m"~ 1A, =50%x10""Sm™"; R=10 pm; d =35 nm). (b) Influence of membrane conductivity
npon f, (at A, =2.0%107' Sm™'; R=10 pm; d=5 nm). (c) Influence of cytoplasmic conductivity upon f, (at A, =5.0X 1077Sm™'; R=10 wm;
d=5 nm). (d) Influence of cell radius upon f, (at A;=2.0%107' Sm™'; A, =50x10"" Sm™'; d=5 nm).
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these equations A, is proportional to R, whereas f, itself does not depend upon R. Eq. (2) suggests that the latter
presumption is incorrect, since R appears in the expression describing f, (Fig. 3d). Thus, the linear relationship between
transmembrane voltage and cell radius also becomes invalid.

3.2. Time constant (1)

The second part of the study focused on the sensitivity of the time constant 7 to the same parameters (A, A, A,, and
R). Analysis showed that 7 decreases with increasing conductivity of the extracellular medium, indicating that the induced
transmembrane voltage follows the change of an external electric field faster if the cell is exposed in a physiological
medium. At a pulse duration exceeding 7= 37, A®, comes within the 5% range from a static asymptotic value, thus
practically justifying the assumption made in Eq. (6).

When all parameter values correspond to physiological conditions, 7 is in the microsecond range (Fig. 4a). In this case,
pulses lasting over 10 ws assure correctness of a static evaluation of A®,. Again, the situation changes when a “‘low
conductivity’” medium is used, as the necessary pulse duration comes into the range 0.1 ms to 1 ms (Fig. 4a).Similar to the
f, analysis, the dependence of 7 on A, A;, and R was studied at a typical value of a physiological medium and at two
“low conductivity’” values (Fig. 4b to Fig. 4d). The time constant generally decreases with increasing membrane
conductivity (Fig. 4b), as well as with increasing cytoplasm conductivity (Fig. 4c), but in both cases, an extracellular
medium with low conductivity shifts the range of 7 up at least one order of magnitude. Eq. (3) shows that the time constant
is not entirely proportional to the cell radius, since R also appears in the denominator of the expression. For a physiological
extracellular medium, deviation from the linear relationship is very small. In a low conductivity medium, the non-linearity
becomes much more obvious, while the range of 7 again shifts upwards significantly (Fig. 4d).

To make results of the analysis applicable for the design of an electrical protocol for cell electroporation, we plotted
curves that indicate the electric field intensity needed to induce 250 mV of change in the transmembrane voltage for
different pulse durations of the exposure field. The curves were calculated for four cell radii that cover the dimension range
of biological cells. The calculations were performed for exposure in physiological (Fig. 5a) and low conductivity medium
(Fig. 5b). In a physiological solution, the required field for inducement of a certain transmembrane voltage is substantially
lower than in a low conductive medium and, in general, practically independent on the pulse length. The only situation
when a field significantly stronger than predicted by the simplified solution should be used is in the attempt to electroporate
a very large cell (e.g., 50 wm) with very short electric pulses (e.g., 1 ps duration).

a) 1.0e-3 ¢ “low conductivity" in vivo b) 1.0e-3 5 experimental data
medium conditions
1.0e-4 3 1.0e-4 1
T Te—.

1.0e-5 ¢ 105y ——————————————————— -
ols rls

1.0e-6 1 . 1.0e-6 3

Ao= 02 Sm’
1.0e-7 10e7 + ——— A, = 0005 Sm*
—-— A,= 0001 Sm’
1.0e-8 + e — — 1.0e-8 + +
1.0e-4 1.0e-3 1.0e-2 1.0e-1 1.0e+0 1.0e-8 1.0e-7 1.0e-6

A,/ sm!

Fig. 4. Dependence of 7 on electric and dimensional properties of the cell and the surrounding medium. (a) Influence of extracellular medium conductivity
upon the time constant of the cell membrane 7 (at A;=2.0X107' Sm™'; A, =50%X10"" Sm™ " R=10 pm; d=5 nm; C,,=0.01 Fm~? ). (b)
Influence of membrane conductivity upon 7 (at A, =2.0X10"' S m™'; R=10 pm; d=5 nm; C,, =0.01 F m™? ). (c) Influence of cytoplasmic
conductivity upon 7 (at A, =5.0%10"7 Sm™'; R=10 pm; d=5 nm; C,, =0.01 F m™? ). (d) Influence of cell radius upon 7 (at A;=2.0%10"" S
m A, =50X1077Sm™ " d=50om; C,, =00l Fm~?).
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Fig. 5. Minimum electric field strength Ep needed for electroporation as function of pulse duration T (at breakdown transmembrane voltage of 250 mV).
(a) In a typical physiological extracellular medium, A, =2.0X 107" Sm™"' (at A,;=2.0x10"' Sm™!; A, =50%X10"7 Sm™"; d=5 nm). (b) In a low
conductivity extracellular medium, A, =1.0X107% Sm™' (at A;=2.0X10"" Sm™'; A, =50%x10""Sm™ ', d=5 nm).

In a low conductivity medium, the accurate estimation of the required electrical parameters for electroporation is more
complex. Fig. 5b shows that for larger cells electroporated with short pulses or in a high frequency field, the required field
intensity could be up to two orders of magnitude higher comparing to the simplified prediction. The results indicate that if
pulses shorter than 20 ws are used in a low conductive medium, calculations should be performed without simplification
(i.e., calculations should be based on Eq. (1)).

4. Conclusion

The results related to the influence of the extracellular medium conductivity on the induced transmembrane voltage could
explain some of the reported differences between the theoretical values referring to Eq. (7) and the experimental results.
Thus, in cases where cells are surrounded by a medium of low conductivity (A, <1072 S m™"), the approach to the
calculation of the transmembrane voltage should be based on the more complex Eq. (1). Electrorotation and dielectrophore-
sis are certainly among those cases, because a low conductivity medium is required for the attainment of adequate
circumstances in order to use these measuring methods. Reduction of the transmembrane voltage in a low conductivity
medium is most apparent when large cells (e.g., oocytes) are used (Fig. 3d).

The calculations also show that the use of a low conductivity medium increases the charging time (i.e., time constant) of
the cell membrane (Fig. 4a). Therefore, with a low conductivity medium, in order to induce electroporation with
microsecond pulses, an amplitude of ~ 10 kV cm™! must be applied (see Fig. 5b). If the pulse duration is in the range of
100 ws—1 ms, a much lower pulse amplitude (e.g., 500 V ¢cm™!) can be used. Besides medium conductivity, cell size is
again a relevant factor to be considered in the determination of the necessary pulse duration, as the time constant of the
membrane rises almost proportionally to the cell radius (Fig. 4d).

The final part of the study also showed that in a low conductivity medium, the extracellular conductivity, as well as cell
the radius, have to be taken into account in order to choose the optimal pulse duration and amplitude for electroporation.

Among other possible reasons for experimentally observed lower values of the induced transmembrane voltage which are
not discussed in this paper, the charged cell surface has also been reported to cause major deviations of the transmembrane
voltage from values predicted by Eq. (7) [12,22]. It has also been shown that a non-spherical shape of the cell deforms the
cosine distribution of the induced transmembrane voltage [23], thus changing the effective area of electroporation [24].
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Sommaire: Nous développons une méthode générale pour le calcul des variations du
voltage transmembranaire induit par des champs électriques qui changent au cours du
temps. Le principe de cette méthode peut étre décrit en utilisant le schéma fonctionnel
suivant

AD,,(s) AD,,(1)

g [, 1eo [ o 2] 0 %

Pour déterminer une variation du voltage transmembranaire au cours du temps, A®,(7),
induit par une variation du champ électrique externe au cours du temps, E(¢), on calcule
ainsi d'abord la transformée de Laplace E(s), on la multiplie par la fonction F(s) donnée
par

3, BdR?A, +(3d*R=d” ) (A =N

_ O
F(S)_ 3 3 5
2R} (N + 2N ) (A +1A)=2(R=d) (A, = An ) (N = Aw)

ou R représente le rayon de cellules, d 1'épaisseur de la membrane, tandis que A, A, et
N\, sont respectivement les opérateurs d'admitivité électrique du cytoplasme, de la
membrane, et du milieu extracellulaire, qui ont chacun la forme suivante

ou A, représente la conductivité électrique et & la constante diélectrique de la région £,
et s la fréquence complexe.

La transformation inverse de Laplace donne alors la variation au cours du temps du
voltage transmembranaire a ¢ = 0, normalisé par le rayon des cellules. Pour obtenir la
distribution du voltage transmembranaire sur la membrane a tout instant, on doit
seulement multiplier ce résultat par R cos ¢.

Cette méthode permet d'étudier la réponse a une grande variété de champs électriques
qui changent au cours du temps. On applique cette méthode aux différents champs
¢lectriques qui sont utilisés pour ['électroperméabilisation et 1'¢lectrofusion: les
impulsions rectangulaires, les impulsions trapézoidales (qui se rapprochent des
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impulsions rectangulaires, mais avec des temps non nuls de montée et de descente), les
impulsions exponentielles, et les impulsions rectangulaires modulées par des ondes
sinusoidales de quelques dizaines de kHz (radiofréquences). Les études ont été réalisées

pour différentes durées d'impulsion, et a chaque durée, pour le milieu normal
physiologique et pour le milieu typique de basse conductivité.

Pour toutes les formes d'impulsions étudiées, nous montrons que si la conductivité du
milieu extracellulaire est réduite, ceci ralentit le processus d'induction du voltage trans-
membranaire. Par conséquence, de plus longues impulsions doivent étre employées
pour atteindre l'amplitude désirée du voltage dans ces conditions, car l'influence des
phénomenes rapides et de courte durée sur le voltage induit est diminuée. Pour cette
raison, une modulation de radiofréquence dans un tel milieu est inefficace. L'annexe de
l'article donne un ensemble complet d'expressions dérivées et une discussion au sujet
des simplifications possibles.



B0 EUEGIR D EHEMISTRA
BI0EAERGHIES

SRR

ELSEVIER Bioelectrochemistry and Bioenergetics@5 1998 316

Time course of transmembrane voltage induced by time-varying electric
fields6a method for theoretical analysis and its application
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Abstract

The paper describes a general method for analysis of time courses of transmembrane voltage induced by time-varying electric fields.
Using this method, a response to a wide variety of time-varying fields can be studied. We apply it to different field shapes used for
electroporation and electrofusion: rectangular pulses, trapezoidal pllses approximating rectangular pulses with finite)rise time ,
exponential pulses, and sine RF -modulated pulses. Using the described method, the course of induced transmembrane voltage |
investigated for each selected pulse shape. All the studies are performed at different pulse durations, each for both the normal
physiological and the low-conductivity medium. For all the pulse shapes investigated, it is shown that as the conductivity of extracellular
medium is reduced, this slows down the process of transmembrane voltage inducement. Thus, longer pulses have to be used to attain t
desired voltage amplitude, as the influence of the fast, short-lived phenomena on the induced voltage is diminished. Due to this reason
RF-modulation in such a medium is ineffective. The appendix gives a complete set of derived expressions and a discussion about possibl
simplifications.© 1998 Elsevier Science S.A.

Keywords: Electric field stimulation; Transmembrane voltage; Pulse shape; Pulse duration; Electroporation; Low-conductivity medium

1. Introduction

Exposure of a biological cell to electric field can produce a variety of profound biochemical and physiological responses.
Most of these responses are based on the modification of transmembrane voltage by the applied ele€tric field 1fi4 . If the
field strength exceeds a certain threshold value, this can lead to pore formation in the mefnbrane electfoporation or fusion
of adjacent cellg electrofusidh 3,6 . Nowadays, these phenomena are widely used in different applications, such as gen
transfectionl ¥, preparation of monoclonal antibodies in immunocheniistry 8, and electrochemotherapy of tumors 9. For
optimal effects of such applications, one must select the appropriate shape, duration and amplitude of the applied electric
field. This is only possible if the dynamics of transmembrane voltage induced by such a field can be evaluated.

If a spherical cell with no surface charge is exposed to a DC field, the steady-state value of transmembranAdxyltage
is calculated by solving the Laplace partial differential equation, which governs static electric fields and reflects their
conservative properties. This approach yields the solution in form of the expression:

A¢, = fERcoso (1)
where E is the strength of the electric field which has to be DC for this expression to be vRlis the cell radiusp is
the polar angle measured with respect to the direction of the field, fansl a function reflecting the electrical and
geometrical properties of the céll 110 :

f 3X,[3dR?; + (3d?R—d®) (A, — A))] @

- 1
2R3 (A, + ZAO)(/\m+ E/\i) —2(R—d)* (A= An) (A= Ay)

where A;, A, and A, are the conductivities of the cytoplasm, cell membrane, and extracellular medium, respe&iiely,
* Corresponding author. Tel+ 386-1-4768-768; fax: -+ 386-1-4264-658; e-mail: tadej.kotnik@fe.uni-lj.si

0302-459898/$19.00© 1998 Elsevier Science S.A. All rights reserved.



4 T. Kotnik et al. / Bioelectrochemistry and Bioenergetics 45 (1998) 3-16

EQ)

Xos €o

Fig. 1. The model on which the calculations were based. The cell is a sphere with raddi®n€losed by a membrane of uniform thicknes€External
electric field is homogeneous and retains its orientation, though its stréhgktanges with time. Specific conductivities and permittivities are attributed to
regions occupied by cytoplasti;, &), membrand \,,, &,) and extracellular mediurt,, &,).

again the cell radius, and is the membrane thickness. The meaning of the parameters used(n Eq. 2 is also illustrated in
Fig. 1.

Often, a further simplification is made by assuming << A;, A,, which reduces functiorf into a constantf=3/2.

To analyzeAd,, in response to a step turn-on of a DC field, Eqg. 1 is sometimes modified, presuming the exponential
shape of theAd,, in response to a step change Bf

T

t
AD, (1) =fERcosB[l—exp{— —” (3)
wherer is the time constant of the membrane given by Ref] 11 :
Rc,,

24 R (4)
e A
20+ A, d

T=

and c,, = ¢,/d is the membrane capacitance, with, denoting the membrane permittivity.

The described time constant approach can also be used in the case of rectangular pulses, since the turn-off of the electri
field is again a step change. However, electric fields with shapes different from rectangular, such as exponential, or
RF-modulated, are often used. In these cases, a different approach to the evaluation is needed.

In this paper, we present a general method for analysis of time courses of transmembrane voltage induced by
time-varying fields, and we use this method to study the fields commonly used for electroporation and electrofusion: single
rectangular pulses, trapezoidal puldes modeling rectangular pulses with rige time , exponential pulses, RF-modulatec
pulses, as well as trains of such pulses.

Two remarks should be made before we proceed with the discussion of the problem. Firstf aimde are actually
functions, more rigorous rules of denotation would demand to imply this by writing the terffig\gsa,,, A,, R, d) and
(A, Ay Aoy Emy R, d). For brevity, we avoid such denotation. Secondly, the calculations which lead to the described
equations are based on two assumptidng. A cell shape is presumed to be spherical; for a majority of cell types in a
suspension, this is a fair approximation, but it does not hold for disc-sHaped e.g., erythrocytes and rod-shaped cells e.qg.
some types of bactepia ; anld) B applied electric field is treated as homogeneous and defined as the ratio between the
applied voltage and the distance between the electrodes; this approximation is only valid if two parallel plates are used as
electrodes, and the distance between the plates is much smaller than the size of the plates; often, wire electrodes are us
instead( e.g., needle electrodes in poration of tissues in vivo , yielding a strongly nonuniform distribution of the field, which
can only be evaluated by means of numerical metiiods 12 . The two assumptions given by (A and B provide the access tc
the analytical approach and shall therefore be retained in the forthcoming calculations.
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2. Calculations

For the cases where €electric field strength remains constant once the field is turned on, Eq. (1) can be used to give the
steady-state solution. If cytoplasm, membrane and extracellular medium were all purely conductive (having no dielectric
permittivity), this equation would also yield transmembrane voltage induced at any given moment in response to the
momentary value of electric field strength. Any material, however, demonstrates a certain amount of permittivity. * When it
is exposed to electric field, voltage induced on the material consists of two components; the first (due to the conductivity of
the material) is proportional to the electric field strength, while the other (due to the permittivity of the material) is
proportional to the time derivative of electric field strength [13]. In order to account for these permittivities, instead of
conductivities of the materials, the more general admittivity operators have to be used:

d
A=A+e— 5
S (5)
where d/(dt) is a differential operator that transforms a differentiable function y(t) into its time derivative (dy)/(dt).
By taking the function f and substituting A;, A,,, and A, for A;, A, and A,, respectively, we obtain the following
expression:

. 3A,[3dR%; + (3d?R—d®) (A, — A))]

1 : (6)
2R3(A,, + 2AO)(Am + EAi) —2(R=d)’(A,—A,)(A —A)

F isafunction of three differential operators (A;, A,,, and A,) and can thus itself be treated as a structured, higher-order
differential operator [14]. To avoid dealing with differential operators, we transfer the anaysis into complex-frequency
space, where time derivatives are replaced by multiplication by the complex frequency (denoted by s). Here, the admittivity
operator is formulated as:

A=A+ es. (7)

If the terms A;, A,,, and A, in Eqg. (6) are written according to Eq. (7), and the result is then expanded, we get the
expression of the following type:

F = 8
(9 =4 F+b,5+0, (8)
where
a, = 3dA,( 4;(3R* — 3dR + d?) + A,(3dR— d?)), (9a)
a,=3d(( A&, + A,&)(BR* = 3dR + d?) + (A8, + Ay &,) (3dR — d?)), (9b)
8, = 3ds,((3R2 — 3dR + d?) + £,,(3dR — d?)), (9c)
1
b, =2R3( A, + 2/\0)()\m + E)\i) +2(R~— d)?’(/\m —A) (A —Ay), (9d)
1 1 ,
b, =2R? /\i(zsm+ so) + /\m(Egi +2¢, +280) + A (& +28,) | +2(R—d)
x()‘i(‘gm_‘go)+/\m(‘9i_2‘9m+‘90)_/\o(gi_‘gm))' (ge)
1
by =2R%( &, + 280)(8m + Egi) +2(R- d)3(8m —&,)(&— &n)- (9f)

In the same manner as function f would be more consistently denoted as f(A;, A, A,, R, d), function F should be written
as F(A;, Ay, Ay &) &my &0, R, d, S), thus, implying its dependence on al of these parameters. Again, for the brevity, we
choose to explicitly indicate only the dependence of F on s (since this is the only dynamic parameter for a single

' Theterm® permittivity’ implies the total permittivity of the material, i.e., the product of the relative permittivity of the material (e.g., & e = 81) and
the dielectric constant of the vacuum (s, = 8.854x 10712 A sV~ m™1),
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AD(s) AD, (1)

0N IR ON R i B

Fig. 2. The genera principle used in the calculation of Ad,(t) induced by E(t). .2 represents the Laplace transform, and 2! the inverse Laplace
transform. E(t) is first transformed into E(s), which is then multiplied by F(s) to give A®,(s)/R. The normalized time course AQ,(t)/R is then
obtained as the inverse transform.

calculation—for other parameters, numerical values are inserted). Based on Eg. (1) and the introduced modifications, the
relation between E and A@,, in the complex-frequency space is given by:

AD,(s) =F(s)E(s)Rcos6 (10)

where A, (s) and E(s) are Laplace (Heaviside) transforms of the time courses Ad, (t) and E(t), respectively, and F(s) is
given by Eq. (7).

The described approach allows the induced transmembrane voltage to be calculated for any time course E(t), provided
that it can be transformed into the complex-frequency space (i.e., provided that its Laplace transform E(s) exists). The
product F(s)E(s) represents AP, (s) at 6§ =0, normalized to the cell radius, and the inverse Laplace transform yields
A® (1) a 6= 0, normalized to R. The concept of the method is sketched in Fig. 2. One then multiplies the expression by R
to scale the response, and by (cos 6) to obtain the spatial distribution of induced transmembrane voltage.

General solutions describing responses to rectangular, triangular, trapezoidal, exponential, and sine(RF)-modulated
pulses are given in Appendix A. In Section 3, we focus on specific time courses obtained from these solutions by insertion
of numerical values of the parameters.

The cosine distribution of A, on the cell membrane is retained in all cases and at any moment. Therefore, the
multiplicative term (cos 0) will be Ieft out in further analysis (thus, we study A®, at 0= 0). Also, for the clarity of
reasoning, values of the geometrical (R and d) and electrical parameters (A;, A, &;, &y, and &,) will be kept constant
throughout the analysis. The only exception will be made for the extracellular medium conductivity (A,). While the
permittivity of the extracellular medium is mostly dictated by its prevalent constituent, i.e., water, the medium conductivity
strongly depends on the ionic concentrations in the medium. Since in different reports of experiments in vitro conductivity
of the medium varies for at least two orders of magnitude [15—17], we will consider two particular cases—a physiological
medium (with A, ~ A;) and a typical low-conductivity medium (A, < A;). Values of all the parameters are given in Table
1.

Table 1

Values of electric and dimensional parameters used in the calculations

Parameter Denotation Vaue

Cytoplasmic conductivity A 30x107tsm~12
Cytoplasmic permittivity & 71x107 A sV im 1P
Membrane conductivity Am 3.0%x10"7Sm~*cd
Membrane permittivity &m 44x10"1Asv-Im 1e
Extracellular medium conductivity Ao 3.0x 10" ! Sm~* (physiological medium)’, 1.0x 10~ 2 Sm~* (low-conductivity medium)?
Extracellular medium permittivity & 71x1071°Asv-im 1P
Cell radius R 10 pm"

Membrane thickness d 5nm"

#Reported values range between 2.0x 101 Sm~! and 5.5x 10~ Sm~* [18-20].

®A typical permittivity of an agueous solution (relative permittivity = 80).

“Gascoyne et al. [21].

9From Hu et al. [22], using conversion method given by Arnold et a. [17].

®Measured values of relative membrane permittivity lie between 4.5 and 6.5 [21]; relative membrane permittivity of 5 correspondsto &, = 44X107 1A 's
VvV~ m~1; asimilar result is obtained from the data on membrane capacitance—from c,, = 10~ 2 F m~2 [17,23,22,24] we get ¢,, = C,,d = 5.0x 10711 A
sV im

"Set at equal value as A

9Reported values range from 1.0x 1073 Sm™~? t0 5.0x 1072 S m™1 [17,25-27]; many authors do not give the value of A,.

"Alberts et al. [28].
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3. Results and discussion

3.1. Rectangular pulses

Rectangular pulses are often used in electroporation and electrofusion [15,29,30]. It is sensible to first focus on A, (1)
induced by an ideal rectangular pulse, thus, elucidating the effect of electrical properties of the medium on the relation
between E(t) and A, (t). Then, by accounting for rise time of the pulse produced by a realistic generator, we can also
analyze the role of generator features.

The derivation of A, (1) in response to an ideal rectangular pulse is given by Eg. (A7) in Appendix A. Fig. 3 shows
time courses of A®,, induced by three rectangular pulses with durations of 200 ns, 1 us, and 5 us, respectively, each of
them plotted for both a physiological and a low conductivity medium.

Fig. 3 shows that the induced transmembrane voltage is formed much slower when the medium conductivity is low.
Pulses longer than 10 us, however, suffice for Ad,, to reach the steady-state value even in a low conductivity medium.
With such pulses, for a purpose of only evaluating this steady-state value (which still depends on the conductivities and
dimensions of the cell), the simpler Eq. (1) can be used.

3.2. Trapezoidal pulses (rectangular pulses with rise time)

Pulses produced by arealistic generator are always characterized by a certain rise time. To account for this, we presumed
the trapezoidal shape of the generated pulse (thisis certainly a simplification, since the course of E(t) during therisetimeis
generaly nonlinear). The time course of Ad,, in response to a trapezoidal pulse is given by Eq. (A11) in Appendix A.
Since rise times of modern pulse generators never exceed several tenths of a microsecond, and the induced A®,, only
reaches a very small fraction of its final value during such a short time (presuming that the pulse duration is long enough to
obtain a substantial response, e.g., case (c) in Fig. 3), the response induced by a trapezoidal pulse with such a short rise time
is practically equivalent to the response induced by a rectangular pulse of the same duration. Setting the pulse duration
significantly longer than the rise time is the only sensible choice if the pulse is to resemble a rectangular shape, which is
generally desired.

51 E/Vm’! Uu/v
(a) 10 st
1.0 §
0.5 1
t/ps 0.0 ; : : + =t/ ps
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
S E/Vm™ Uu/v
(b) 107 1.5 +-mens
1.0 ¥
0.5 ]
=1/ s 0.0 : t t : =t/ us
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
S E/Vm' U/v
(c) 10 15 T
1.0
0.5 ]
¢ t t t/ps 0.0 t - : - > t/us
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10

Fig. 3. A rectangular pulse (Ieft) and the induced A®, (1) (right). (@ T, =200 ns; (b) T, =1 us; (c) T, =5 us. The thicker line corresponds to the
response in a physiological medium, and the thinner line to the response in a low-conductivity medium. The dotted line gives the value of 3/2 ER (the
steady-state value of AQ,,, a 6= 0, according to the most simplified relation between E and AQ,,, see Eq. (2) and the subsequent commentary). For
parameter values used in the calculations, see Table 1.
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S E/Vm'! u/v
(a) 1001 15 T
1.0 +
0.5 1
=1/ us 0.0 t ; t : =/ us
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
S E/Vm! U/v
(b) 10°x 1.5 Fo
1.0
0.5 7
t/us 0.0 - - - - +> £/ us
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
S E/Vm'! U/v
1.0 1
0.5 1
¢ ; t +=> 1/ us 0.0 t f t ¢ =t/ us
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10

Fig. 4. An exponential pulse (left) and the induced A, (1) (right). (&) 7,=1 us; (b) 7,=5 us; (¢) 7,=20 ps. The thicker line corresponds to the
response in a physiological medium, and the thinner line to the response in a low-conductivity medium. The dotted line gives the value of 3/2 ER.

3.3. Exponential pulses

Exponentially decaying pulses are also widespread in the applications [31-33]. Since the inducement process is not
instantaneous, it is obvious that with pulses of this shape, neither the steady-state Eq. (1), nor the first-order response given
by Eq. (3) enables the evaluation of the induced voltage. The derivation of A (1) in response to an exponential
(exponentially decaying) pulse is given by Eq. (A12d) in Appendix A. Fig. 4 shows time courses of A®,, induced by three
such pulses, with time constants of 1 us, 5 us, and 20 us, respectively, each of the responses plotted for both a
physiological and a low conductivity medium.

Because the exponentia pulses are inherently time-varying, the influence of pulse duration (determined here by the time
constant of the pulse) on the shape of Ad,, and its maximum value is probably most apparent with this type of pulses.
Typical time constants of the pulses used in experiments lie in the range of ms, and focusing on the range of first several us
of such pulse, provided that the physiological medium is used, the pulse resembles a rectangular pulse. Therefore, we can
evaluate the peak value of the induced voltage using the Eq. (1) without any crucia inaccuracy. On the other hand, a
decrease in medium conductivity slows the inducement process significantly. As Fig. 4 shows, it is generally very hard to

SE/Vm! Uu/v
(a) 1077 15 %
1.0 +
05 f

0.0 t t . t >t/ ps
05 + 2 4 8
_10 ¥

-1.5

S E/Vm! Uulv
(b) 10 15 %

1.0 ¥

0.5 %
=t/ us 0.0 t/us
0 -0.5 ¥

-1.0 ¥
15 &

™

-10°T

Fig. 5. A sine wave (left) and the induced A®, (1) (right). (&) w/2m = 100 kHz; (b) w/27 =1 MHz. The thicker line corresponds to the response in a
physiological medium, and the thinner line to the response in a low-conductivity medium.
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E/Vm'!
(a) 10

- t/us t/us
0 2 4 6 8 10
) 10 E/Vm’!
1077
+=>1/ s 0.0 F——— ; : ; t/us
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10

Fig. 6. A train of rectangular pulses (Ieft) and the induced A, (t) (right). (@ T, =200 ns, T, =400 ns; (b) T, =1 us, T, =2 us. The thicker line
corresponds to the response in a physiological medium, and the thinner line to the response in a low-conductivity medium. The dotted line gives the value
of 3/2 ER.

predict the peak value of the induced voltage, since the shape of the response strongly depends on the medium conductivity
(it is influenced by other parameters as well).

3.4. Sne-modulated pulses

In the recent years, several papers have reported an improved efficiency of electroporation and electrofusion obtained by
modulation of rectangular pulses with a radio-frequency sinewave [34,35]. Without getting involved in the discussion about
the mechanisms of improved efficiency, we present the analysis of the time courses of A®,, induced by a sine-shaped
electric field. Since the response induced by a modulated pulse is a combination of responses to a rectangular pulse and to a
sine wave, the effect of the latter component is best studied separately. The derivation of A, (1) in response to a sine wave
is given by Eqg. (A14d) in Appendix A, while the response to a sine-modulated rectangular pulse is derived in Eq. (A16).
Fig. 5 shows time courses of Ad,, induced by two sine waves with frequencies of 100 kHz and 1 MHz, respectively. Each
response is plotted for both a physiological and a low conductivity medium.

We see that with increasing frequency, the amplitude of the induced A®,, decreases. Since the low conductivity medium
slows down the dynamics of voltage inducement, the attenuation of the oscillations in the induced transmembrane voltage
occurs at much lower frequencies. Therefore, the efficacy of modulation in such a medium is questionable.

3.5. Trains of pulses

When trains of pulses are applied, the gap between consecutive pulses is in most cases much larger than the pulse
duration. Therefore, the transmembrane voltage induced by a pulse practically disappears before the next pulse occurs.
Response to each pulse is dictated by this pulse only and can be treated separately from the responses to other pulses. The
gap between pulses can, however, be decreased to such an extent that the next pulse starts before the response to the
previous one completely fades away. In this case, the impact of superposition of single responses becomes evident. Fig. 6
shows two examples of responses to such trains of rectangular pulses.

4. Conclusions

Besides providing atool for general analysis of time courses of transmembrane voltage induced by different time-varying
electric fields, the presented method allows to calculate a particular response to a pulse of given shape and duration, time
constant, or modulation frequency. In this manner, the method can be used when deciding on the pulse parameters that
would provide a specific value of induced transmembrane voltage and (or) retain this value for a specific duration.

There is another important (though at the present time still hypothetical) utilization of the presented method. As the
computer capabilities increase, molecular dynamics simulations of lipid bilayers promise to reach time ranges of
microseconds within several years [36]. Since the time of pore formation in electroporation is also estimated to lie within the
microsecond range [15,37], the opportunity could soon arise to simulate electroporation on a molecular level. For such a
simulation to yield realistic results, it is essential to model all the details as authentically as possible, including exact time
course of transmembrane voltage induced by a given pulse of electric field strength.

One of the important conclusions of this study is the necessity to determine the conductivity of the medium used in a
particular experiment. This conductivity strongly influences the dynamics of induced transmembrane voltage, and hence
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Table 2

Critical values of pulse parameters

Pulse type Parameter Critical value Explanation

Rectangular Pulse duration <1 ps? Induced voltage does not reach 90% of the steady-state
<13 ps® value predicted by Ad,, = 3/2 ER cosf

Exponential Time constant <20 us? Induced voltage does not reach 90% of the steady-state
< 260 ps? value predicted by A®,, = 3/2 ER cosf

Sine-modul ated Sine frequency > 170 kHz? Amplitude ratio between the offset and the sinein Ad,(t)
> 14 kHzP falls below 90% of the same ratio in E(t)
> 5.5 MHz? Amplitude ratio between the offset and the sinein A@,(t)
> 600 kHz? fals below 10% of the same ratio in E(t)

physiological medium (A, =3.0x10" Sm™1).
PLow conductivity medium (A, =1.0x10"2 Sm™1); other values used in this estimation are given in Table 1.

imposes the range of pulse duration (and, though to less extent, the pulse amplitude; a thorough treatise of this problem is
given in Ref. [10]). Fig. 5 gives an illustrative example of this influence, as the use of low conductivity medium practically
eliminates the response to a 1 MHz sine wave.

Generally, each pulse shape is characterized by a key parameter (e.g., pulse duration, time constant, or sine frequency).
One can define a certain critical value of this parameter, above (or below) which the differences between the steady-state
results (given by Eq. (1)) and the dynamic analysis (based on the expressions for the time courses given in Appendix A)
become obvious. Table 2 gives the key parameters of investigated pulse shapes and the estimations of pertaining critical
values for both physiological and low conductivity medium.

Another very important value to bear in mind when designing the pulses for electroporation or electrofusion is the radius
of the cells used in the experiment, since the amplitude of induced transmembrane voltage strongly depends on cell radius, ?
as Egs. (6) and (10) reveal.

Finally, we should also mention that the presented model, though already fairly complex, does not account for the fact
that permittivity of any materia is also frequency dependent. This dependence becomes apparent when components in the
MHz range are present in the harmonic spectrum of E(t) [38]. Some dielectrophoretic and electrorotational measurements
imply that even in highly conductive extracellular solutions, very short pulses (or very high field frequencies) consistently
induce lower transmembrane voltage than predicted theoretically [39,23]. If the model was expanded further by taking into
account the frequency-dependent behavior of ¢;, ¢, and &,, it might offer an explanation for these results.
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Appendix A
A.1. General principles

As shown in Fig. 2, three steps are necessary to obtain the time course of transmembrane voltage A®, (t) induced by a
given time course of electric field strength E(t). First, the Laplace transform of E(t) is calculated:

E(s) =2 [ E(1)] (A1)
A, (s) is then obtained as

AD,(s) =E(s)-F(s)-Rcoso (A2)
and the inverse Laplace transform of this expression yields the time course Ad, (1):

AP, (1) =Z AP, (9)]. (A3)

This method is useful for simple mathematical functions E(t), for which both the Laplace transform and the inverse

2 A first look at Eq. (10) might suggest that the amplitude of AdQ,, isexactly proportional to R. Thisis not true, however, since F(s) is also a function
of R
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Fig. 7. An example of two consecutive applications of superposition principle. (a) Superposition of two oppositely signed step functions gives a rectangular
pulse. Due to the linearity of the transforms, superposition of responses to these step functions yields a response to this rectangular pulse. (b) Superposition
of shifted pulses yields a train of pulses, and superposition of responses to single pulses (which were constructed by the first superposition) results in the
response to the train.

transform of corresponding Ad,(t) given by Eq. (A2) are easily calculated. As for the more complex functions E(t), many
of them can be represented in the form of a linear combination of these simple functions:

E(t) =Ky - Ej(t) + Ky Ex(1) + ... +K, - E(1). (A4)

Since both the Laplace transform and the inverse Laplace transform are linear operations, the response A, (t) induced
by E(t) which conforms to (Eq. (A4)) can be obtained as a sum of partial responses, i.e.,

AD (1) =K, - AD (1) + K- AD (L) + ... +K - AD, (1) (Ab)

where A@, .(t) denotes the response to E(t) alone. Based on this property, A®, (1) induced by a rectangular pulse of
amplitude E, and duration T can be calculated as a sum of two step responses bearing opposite signs, with amplitudes + E,
and —E,, the second step response delayed for T with respect to the first one. Similarly, a response to trapezoidal pulse of
duration T and rise time T, is obtained as a sum of four ramp responses, the last three shifted after the first one by T,
T — T,, (presuming thereby T = T,,), and T, respectively (the terms signed +, —, —, and +, respectively, for a positive
pulse). Using the rules of linearity once again, we can take the obtained pulse response and consecutively superimpose an
array of shifted pulse responses, thus determining the response to a series (train) of pulses. The described example of
multilevel superposition is sketched in Fig. 7.

A.2. Rectangular pulses

We first caculate AP, () induced by the unit step function (we denote the step response by AQd,,,):

E(t) = up(t) (A63)
ag:% (A6b)
ADi(s) _ aytastas

R F(s)-E(s) = b,s+b,s? + b,s? (A6c)
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ab, asb,
—a,+—
AP (t a a a 2b 2" 2b t
APV B | 2B 20 sl (- ) ult)
R by 2b,  2b, /b2 — 4b, b,
ab, asb,

a  a 2b, ?  2b,
2b,  2b, /b3 —4b, b,

The constants from a, up to b, are given by Egs. (9a), (9b), (9¢), (9d), (9¢) and (9f) in the main text, and the time
constants =, and 7, are given by:

-(1—e—%) SUug(1). (A6d)

2b,

o= , Abe

' b,— /bZ—4b,b, (AGe)
2b,

T2 (A6f)

b, + bZ—4b,b,

We choose to represent the powers of the exponential parts in Eq. (A6d) in terms of 7, and 7,, because the time
constants given by Egs. (A6e) and (A6f) characterize the responses to all the treated functions E(t), as we shall see later.

Eq. (A6d) gives the response normalized to both the cell radius (R) and the amplitude of electric field strength (E). To
obtain the actual response, the amplitude has to be scaled by both R and E. A closer look at Eq. (A6d) reveasthat at t — 0
the normalized response eguals a;/b,, and with t — o« it approaches a, /b,.

To obtain the response to a rectangular pulse, we combine two step responses, as described before and illustrated in
Fig. 7:

AD (1) = AD (1) - Ug(t) — Ady (1 —Ty) - ur(t) (A7)

where T, is the pulse duration.

Using the superposition principle once again, we can formulate the response to a train of pulses as:

AD, (1) = ) [A(pm(t —KT,) - U (t) — AD,((t=T,) —KT,) - uT1+kT2(t)] (A8)
k=0
where T, is again the pulse duration, and T, is the pulse period (time elapsed between consecutive pulses). To evaluate the
response in a finite time range, e.g., up to t = T;,,, one only has to evaluate the sum up to k= T,/ T,.

A.3. Triangular and trapezoidal pulses

To analyze the response to a triangular or a trapezoidal pulse, we first determine the response induced by the unit ramp
function, denoting this response by Ad,(1):

E(t) = (1) - Up(t) (A%)
1
E(9) =5 (A9)
AD,(S) a + a,s+ a,s’
———=F(s)-E(s) = A9c
R (s)-E(s) b,s*+ b, s + bys? (A%)
a,b; N a b, B a,b3 _a
AD (1) a a, ab b 2b, 2pZ2 ° t
—t()=—1-t-u0(t)+ 2 _ 122_|_ 1 1 1 '(1—677_1)'U0(t)
R b, 2b,  2b; /b2 — 4b, b,
ab; ab, abl
a, ab, b, | 2b, 20 @ r
2 222 L ! (1-em %) - ug(t) (A9d)

+ —_—
2b,  2b? /bZ — 4b, b,

where the constants from a, up to b, are given by Egs. (9a), (9b), (9¢), (9d), (%) and (9f) in the main text, while 7, and 7,
are defined by Egs. (A6e) and (A6f), respectively.
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The response to a symmetrical triangular pulse of duration T, is then given by:

T
AD (1) = Ay (1) - Ug(1) — 2- Acbmt(t - 31) g, (1) + Ay (1= Ty) - ur (1) (A10)
2
wheress the response to a symmetrical trapezoidal pulse of duration T, and rise time T, is expressed as:
Aq’r)m(t) = Aq’r)m'r(t) : Uo(t) - A(I)mt(t - Ton) : uTDn(t) - A(’I)mt(t - (Tl - Ton))uTl—Ton(t) + A(’I)mt(t)(t - Tl) uTl(t)'
(A11)

To obtain the response to a train of pulses, we gather a series of shifted pulse responses into a sum on the analogy of the
principle presented by Eg. (A8).
A.4. Exponential pulses

For an exponentially decaying pulse with time constant 7,, we denote the induced transmembrane voltage by A, ., (1)
and compute;

t
E(t) =e -, - Uuy(t) (A12a)
1
E(s) = 1 (A12b)
S+—
T
AD s a, +a,s+ a,s’
mexp( ) _ F(S) ) E( S) _ 1 2 3 - (AlZC)
R (by +bys+b,s?)(s+ 7, 1)
AD_ (t a, 72— a,r, +a t
mexp( )= lp2 2'p 3 ‘e‘T_-uo(t)
R b7, — b7, + by P
azb; asb, b, agh;b, a,b, a;h?
b—s—al -7p+a2— b3 a, 1_7_2—133 Tp+a1b3 a3bl 5 2b3

+

+
2+ (byr2 — by, + by) (by72 — by, + by) /b3 — 4b, by
t
“Tp - e T - Uo(t)
azb; a;b, b, agb;b,
b3 b3 a2 1

2-(bg2—b,m+by) (byr2 — by, + b,) /b3 — 4b,b,

a,b, ah? |
224
2 " 2n,

—q | ta— “1,+ by —agh; —

t

Ty € 7, Ug(1). (Al2d)

This solution already gives a response to an exponential pulse. To obtain a response to a train of exponential pulses, we
again follow the logic presented by Eq. (A8), only this time the expression is even simpler. For a pulse period T,, it reads:

A1) = X Mt~ KT (1) (A13

A.5. Sne(RF)-modulated pulses

First, we calculate the transmembrane voltage Ad, .., induced by a sine-shaped E(t):

E(t) =sinwt- Uo(t) (A14a)
SEp—— (A14b)
A(“pmsin( S) _ w(al TS+ a3$2) (A14C)

R (b, +b,s+ bys?)(s* + w?)
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AD (1)  aby + (a,b, —ayb; — agh;) w* + azbyw*
R b? + (b2 — 2b;b,;) w? + bZw*

-sin wt - uy(t)

(ab; —ah,) w+ (asb, — a,by) *
bZ + (b% - 2b1b3)w2 + b3 w*

- COS wt - Uy(t)

[ a,bb, abj
alb2 ~ a, bl s a3bf - a1b1b3 — —2 + 5
2 2 /b2 — 4b, b,
+
bf + (b% - 2b1b3)w2 + b§w4
a,b,b;  a;b3 1
a, b3 a3b2 alb§ — a3blb3 — T + >
— +
2 2 /b2 —4b, b, , t
+ w7 Ug(t
b2 + (b — 2b,b,) w? + biw* T e bl
[ a,bb, abj
a1b2 ~ a, bl - a3b% — alb1b3 — —2 + 5
2 2 /b5 — 4b, b,
+
b + (b% - 2b1b3)a)2 + bl w*
a,b,b;  a;b} 1
a2b3 ~ 33b2 ~ alb§ — a3b1b3— —2 + 5
2 2 /b3 — 4b,b t
+ R 0 | w e 7, uy(t). (Al4d)

bf + (b§ - 2b1b3)w2 + bga)4

To obtain a response to a sine-modulated step function, we add the step response to the calculated response:

A(I)msmp = A(I)msin + A(pml (A15)

where it is presumed that both responses have already been scaled: Ad, ;,, by R and the amplitude of sine-shaped E(t), and
Ad,, by R and the amplitude of step-shaped E(t). To get aresponse to a sine-modulated pulse with duration T,, we simply
have to take the response given by Eq. (A15), and subtract an equivalent response at t = T,:

A(pm(t) = A(pmsmp(t) ' Uo(t) - A(pmsmp(t - Tl) ’ uTl(t) . (A16)
The response to a train of sine-modulated pulses is then calculated using the principle from Eq. (A8).

A.6. Possible simplifications of the calculated expressions

Using a computer, one can easily evaluate the expressions given in the preceding subsections. Nevertheless, when
realistic values of the parameters are considered, these suggest several possibilities for simplifications. Firstly, membrane
conductivity is by several orders of magnitude smaller compared to the conductivities of the cytoplasm and the extracellular
medium (see Table 1):

Ay < Ap, Ay (A17)



T. Kotnik et al. / Bioelectrochemistry and Bioenergetics 45 (1998) 3-16 15

Secondly, membrane thickness is about a thousand-fold smaller than cell radius:
d<R (A18)

One generally justifiable simplification emerges from a thorough analysis of expressions it Egs.( A6d ,( A9d), Al2d and
(A14d). Using realistic values of the parametéers see Table 1 , it shows that the amplitude of the exponential term involving
T, is always much smallgr at least four orders of magnitude than the amplitude of the term invglvirtaus, the partial
response pertaining te, can be neglected without serious consequences, giving the system an apparent first-order nature.
Based on Eqd. AD7 ard Al8, some terms in the expressions descaibing, a,, b, b, andb, given by Egs( 9a ,
(9b), (90,(9d ,( 9¢ and ®f , appear negligible in comparison to the others. One should, however, be very careful when
deciding to eliminate these terms. Since the apparently largest terms often cancel out after a full expansion of the
expression, the seemingly negligible terms that inclaleor A, sometimes play a major role in determination of the
response. An example of an invalid simplification can be illustrated using expression,fgiven by Eq.( A6¢ ; if
expressions describinlg,, b, and b, are primarily modified by eliminating the terms involving,, and then inserted into
Eqg. (A69, the computation yields, = 0, which is obviously wrong. If, however, all the terms are retained until the
expression is fully expanded, and the approximations are applied to this expression, one obtains a solution which yields &
more plausible estimation of, (due to the size of the expanded expression, we avoid its explicit formulation here .
Commonly, an additional postulation is used that both the extracellular medium and the cytoplasm are purely conductive:

&=¢,=0. (A19)

As all the terms involvinge; and g, are left out, the size of the expression is vastly reduced. Though in case of a general
system, the appropriateness of this procedure may be questioned, when used with the parameter values representative for
cell suspension, the resulting expression

Ren(A +2A,)
©ORAL(A + 24, + 2dA A,

T, (A20)

can be shown to never deviate more than 2% from the complete expression given(by Bq. A6e .
Expressing ¢,,/d as membrane capacitan€e,,) yields the well-known expression for the time constant of the
membrane as given by Pauly and Schwarl 11 :
Rc,,
T, = TN, R (A21)

—— + =
A+2x, d "
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2.3 ARTICLE 3

Second-order model of membrane electric field
induced by alternating electric fields

[Modéle de deuxieme ordre du champ électrique membranaire
induit par des champs électriques alternatifs]

Publié dans IEEE Transactions on Biomedical Engineering 47: 1074-1081, 2000

Sommaire: Si des cellules sont exposées aux champs ¢électriques alternatifs ayant une
fréquence inférieure a 100 kHz, le champ externe est amplifi¢ dans la membrane de
cellules d'un facteur de plusieurs milliers de fois (plateau a basse fréquence), alors
qu'au-dessus de 100 kHz, cette amplification diminue graduellement avec l'augmen-
tation de fréquence. Pour des fréquences inférieures a 10 MHz, cette situation est bien
décrite par la théorie de premier ordre qui traite le cytoplasme et le milieu externe
comme des conducteurs purs. A des fréquences plus élevées, les propriétés capacitives
du cytoplasme et du milieu externe deviennent de plus en plus importantes et doivent
étre prises en considération. Ceci mene a un modele plus général — le modele de
deuxiéme ordre — qui est présenté en détail dans cet article. A la différence du modéle
de premier ordre, le modele de deuxiéme ordre montre qu'a des fréquences au-dessus de
10 MHz, le champ électrique membranaire cesse de diminuer et se stabilise, avec une
amplification de quelques dizaines de fois par rapport au champ externe (plateau a haute
fréquence). L'existence du plateau a haute fréquence pourrait avoir des conséquences
importantes sur les théories actuelles concernant les effets des champs électriques a
haute fréquence sur les cellules et leurs membranes.
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Second-Order Model of Membrane Electric Field
Induced by Alternating External Electric Fields

Tadej Kotnik* and Damijan Miklagic

Abstract—With biological cells exposed to ac electric fields
below 100 kHz, external field isamplified in the cell membrane by
afactor of several thousands (low-frequency plateau), while above
100 kHz, this amplification gradually decreases with frequency.
Below 10 MHz, this situation is well described by the established
first-order theory which treats the cytoplasm and the external
medium as pure conductors. At higher freguencies, capacitive
properties of the cytoplasm and the external medium become
increasingly important and thus must be accounted for. Thisleads
to a broader, second-order model, which is treated in detail in
this paper. Unlike the first-order model, this model shows that
above 10 MHz, the membrane field amplification stops decreasing
and levels off again in the range of tens (high-frequency plateau).
Existence of the high-frequency plateau could have an important
impact on present theories of high-frequency electric fields effects
on cells and their membranes.

Index Terms—AC electricfields, electricfield stimulation, mem-
brane electric field, membrane electrodynamics, transmembrane
voltage.

|. INTRODUCTION

XPOSURE of biological cells to electric fields can lead t

a variety of biophysical and biochemical responses. App
cations based on these responses can roughly be divided into
groups. The first group uses electric fields as a tool to modify
various properties of the cells. Herein are the applications that
utilize the increase in membrane permeability caused by electric
fields for introduction of various molecules into cells [1]-[3]
insertion of molecules into cell membranes [4], [5], and fusi
of cells [6], [7]. The second group of applications uses electric
fields and currents as tools to characterize various propertie

on

dependence of the cellular translational velocity in nonuniform
alternating fields is the dielectrophoretic spectrum [10]. With
these methods, various physical quantities can be determined
that are difficult to assess by direct measurement (e.g., conduc-
tivity and capacitance of the membrane and the cytoplasm).

The basic mechanism underlying majority of these methods
is the inducement of potential difference across the membrane
by the external electric field, which results in the transmembrane
voltage (TMV) and membrane electric field. When induced by
ac fields, these quantities depend on frequency, and the knowl-
edge of this dependence is of significant importance for the un-
derstanding of more complex phenomena, such as the spectra
mentioned above.

The classical theory of transmembrane voltage induce-
ment has been developed in the 1950’s by H. P. Schwan and
co-workers [11], [12]. In this theory, both the cytoplasm and the
extracellular medium are described as purely conductive (i.e.,
having nonzero conductivity, but zero dielectric permittivity),
while the membrane is treated as a lossy dielectric (i.e., having
goth nonzero conductivity and permittivity). This leads to
ﬁr_le description of the inducement as a first-order process
i:\%racterized by a time constant [12]

Re,,

22 . | R
Mtz T atm

1)

Tm =

where);, \,,,, and ). are the conductivities of the cytoplasm,
cell membrane, and extracellular medium, respectivelg the
ce}l radiusd is the membrane thickness, and = ¢,,,/d is the

S O

membrane capacitance, wil, denoting the dielectric permit-

biological cells or their constituents, both in suspensions and. in.

tissues. Among the most important approaches in such cha
terization is the evaluation of cell's response to electric fields
at different frequencies. By varying the frequency of the fiel
values of the measured parameters form spectra: frequency
pendence of bulk dielectric permittivity of a suspension or tissue
constitutes its dielectric relaxation spectrum [8], frequency de-

rtéwgy of the membrané.

his description also allows for the derivation of the TMV
Induced by an external ac electric field. Written in the frequency
o X
pgjg_ne, it reads [13]

Un(w,8) = gEeR cosf 2

1+ jwm

pendence of the cellular angular velocity in rotating electric
fields forms the electrorotational spectrum [9], and frequengyhereE. is the amplitude of the external electric fieftlis the

Manuscript received October 11, 1999; revised March 29, 2000. This wo
was supported by the Ministry of Science and Technology of the Republic of

Slovenia.Asterisk indicates corresponding author.

polar angle measured with respect to the direction of the field,
andw = 27 f, with f denoting the frequency of the field. In (2),

is complex; its absolute value gives the amplitude of the
TMV, while its argument is the directed angle corresponding to
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1we use the term “permittivity” for the total permittivity of the material, i.e.,
the product of the relative permittivity of the material (€ Q. wator 200 &
80.3), and the dielectric constant of the vacuum & 8.854 x 10~12 As/Vm).
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TABLE |
VALUES USED IN THE CALCULATIONS

Parameter Symbol Value Reference

Cell radius R 10 um

Membrane thickness d 5nm [29]

Conductivity of the cytoplasm A 0.3 S/m [30], [31]

Conductivity of the membrane Am 3x 107 $/m [32]

Conductivity of the extracell. medium Ae 1.2 S/m [33] (blood serum at 35°C)

Permittivity of the cytoplasm & 6.4x 10" As/Vm  set at the same value as &,

Permittivity of the membrane € 44x 10" As’Vm  [32]

Permittivity of the extracell. medium €, 6.4 x 10"° As’'Vm  [17), [34] (physiological saline at 35°C)

We choosefor the sake of clarity to henceforth treat the condi- Lot 193 1?4 1?5 1?6 1?7 198 /[Hz]
tionsat 6 = 0, where U,,, hasapeak value. Wedenote U,,, (w) = : : : : : :
U, (w,0) and (2) becomes :

3 1 10°
Urn = _EGR% 3
(W) =5 15 o, ©) B
T
while the spatial dependence on 6 is restored by simply multi- 5 102
plying theresult by cos 6 (thisalso appliesto F,,, and Gg,which  —
will be introduced in the following paragraphs).

Throughout the derivation of the TMV, cell membraneis as- 10!
sumed to be homogeneous. Retaining this assumption, the in-
duced membrane electric field can be calculated as

100 Py N D, h
Ep(w) = L2 @) 100 104 105 105 107 10°  10° w[rd/s]
m d
e P 10° 10* 10° 106 107 102 Hz
and the amplification of the external electric field in the mem- 0 g ! f[; ]
brane is then given by : :
E.,.(w) 3R 1
G = = . 5
2 = = T T o ©®)

If typical values are assigned to the parameters contained §
in (1) and (5) (Table I), the magnitude of the amplification (‘55
|Ge(w)| (i.e, the ratio of the amplitudes of F,,, and E.) and N
the phase /Gg(w) (i.e, the phase shift between F,,, and £.) V[ 77777
can be plotted as functions of frequency in form of a Bode plot
(Fig.. e b N

According to (5), far below the breakpoint frequency f =

1/(277,,), which is approximately 100 kHz in physiologica
conditions (Table 1), the amplification is practically constant
(the low-frequency plateau). Above the breakpoint frequency,
|G e(w)| is decreasing, asymptotically approaching a negative
unit slope. The limiting valuesat w — 0 and w — oo are easily
determined

GeO)] = 2. (G0 = 0° ®)
IGp(c0)| =0, /Gp(s0) = —90°. 0

While the situation at low frequenciesis not significantly af-
fected by the assumption of purely conductive properties of the
cytoplasm and extracellular medium, it becomes progressively

10? 10* 10° 106 107 108 10° @[rd/s]
Fig. 1. Bode plot of the amplification of an external ac electric field in the
membrane according to the established first-order treatment given by (5). Top:
magnitude of the amplification; bottom: phase of the amplification (negative
phase corresponds to a lag of the membrane field behind the external field).
In each graph, the bottom abscissa gives the angular frequency w = 27 f,
and the top abscissa the corresponding frequency f. The bold dotted vertica
corresponds to the breakpoint frequency f = 1/2n7,,. Parameter values used
in the calculation are given in Table |.

more questionable with increase in frequency, as the capacitive
properties of both the cytoplasm and the extracellular medium
gain importance. In this paper, we reevaluate the process of
TMV and membrane field inducement in ac electric fields, with
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Am, €
Ac, £

Fig. 2. Inthe model on which our calculations are based, the cell is a sphere
with radius of R, enclosed by a membrane of uniform thickness d. External
electric field is homogeneous and retains its orientation, but its strength E.
varies with time. Conductivities and permittivities are attributed to regions
occupied by cytoplasm (A;,¢;), membrane (A,.,€..) and extracellular
medium (., e.).

each of the regions assigned both a nonzero electric conduc-
tivity and dielectric permittivity. We show that in the submega-
hetz range, predictions of the derived model are very close to
(5), but then start to diverge, quickly leading to significant dif-
ferences between the two models.2

Il. METHOD OF ANALYSIS

A spherical cell surrounded by a medium represents a system
characterized by two geometrical parameters, namely cell ra-
dius (R) and membrane thickness (d), and three sets of mate-
rial parameters, each describing the properties of an individual
material within the system (the cytoplasm, cell membrane, and
extracellular medium). If the system isexposed to electric fields,
the set of parameters describing amaterial consists of two quan-
tities—its electric conductivity (\) and dielectric permittivity
(e). Thismodel is depicted in Fig. 2.

Though treatment of materials as pure conductors is under
some circumstances justified, in reality every material demon-
strates some dielectric permittivity, which affects the electric
field propagation and, more importantly, subsequent electric
field redistribution due to polarization effects. To enable a
treatment similar to that of pure conductors, conductivity and

2Equation (5) isalso invalid when cells are suspended in an artificial medium
with a conductivity several orders of magnitude lower than physiological [12].
While this paper focuses on the physiological environment, the process of in-
ducement in general mediais treated in detail in [15].

reprinted with minor corrections from |EEE TRANSACTIONS ON BIOMEDICAL ENGINEERING, VOL. 47, NO. 8, AUGUST 2000

Un(s.0)
GO ) oso [a] gt [PED
Eqs) .
2 Wl pyr}s % —» cos || £ 20D
G(s) Iii\n(s,O) En(s,9)

Fig. 3. To determine the time courses of transmembrane voltage and
membrane electric field induced by a time-varying external electric field, the
time course of the external field must first be described in terms of a function
E_(t). The Laplace transform then gives the corresponding E.(s). The
product of E.(s), F(s), R and cos ¢ represents the induced transmembrane
voltage in complex-frequency space, U...(s), while an additional division by
d gives the induced membrane field, E,,.(s). The inverse Laplace transform
casts both results into the time domain. Due to the linearity of the system, the
blocks of the system can be distributed in several equivalent ways, with this
particular arrangement showing G z(s) as a compact subsystem.

permittivity of the material are combined into the admittivity
operator [14]
{Nelt—=A=A+¢ o (8)
— = —
' at
To avoid the use of differential operators, the analysisis trans-
ferred from the time domain into the complex-frequency do-
main, where A becomes

A=X+es 9)

with s denoting the complex frequency.

Replacement of the differential termswith pure algebraic ex-
pressions considerably simplifies the analysis and thus allows
for treatment of structured systems consisting of several mate-
rials, such as the system in Fig. 2. Pursuing this approach, the
induced transmembrane voltage is given by [14]

Upn(s,0) = F(s)E,(s)Rcos (10a)

where E.(s) is the Laplace (Heaviside) transform of the time
course of the electric field strength E..(t), and F'(s) isgiven by
(10b), shown at the bottom of the page, with A;, A,,,, and A,
denoting the admittivity operators of the cytoplasm, cell mem-
brane, and extracellular medium, respectively.

Amplification of the external field in the membrane at § = 0
is then

E,.(s)

The basic principle of the method can be illustrated by a
block diagram shown in Fig. 3. The external electric field rep-
resents the “input” or the “excitation” of the system, Gg(s)
plays the role of a transfer function, while the induced trans-
membrane voltage and membrane field are the “ outputs’ or the

GE(S) =

R
== (11)

3A[3dR2A; + (3d2R — d?)(A,,

- Ay

F(s)=

2R3 (A, + 20, ) (A + 5A¢) — 2(R — d)3(A,

- A’rn)(Ai - A'm) (10b)
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“responses.” For any given time course of the external electric
field, this method gives the time course of the TMV, as well as
of the membrane field.

While the use of this approach in the analysis of transientsis
described elsewhere [14], this paper focuses on the analysis of
membrane fields induced by ac (sinusoidal) fields at different
frequencies. With a sinusoidal time course of the external field
with frequency f = w/2x, the complex frequency becomes
purely imaginary, and the admittivity operators A are replaced
by the admittivities,

A= A+ jwe 12

whereby G g(s) istransformed into G g(w).

IIl. RESULTS

By inserting (10b) into (11) and replacing A;, A,,,, and A, by
AfAr  and Af, respectively, one gets (13), shown at the bottom
of the page. Thelimitingvaluesof Ge(w) atw — 0andw — oo
arederived in the Appendix, and under physiological conditions

they can be approximated by

3R
Ge(0) = o~

5 LGe0)=0

RIFTo
€nl<5i + 259) ’

(14)

|GE(OO)| ~ ZGE(OO) =0°. (15)
With typica parameter values (see Table 1), one gets
|Ge(0)] =~ 3000 and |Gg(c)| = 15. Thus, the mem-
brane field strength induced at very high frequencies still
exceeds the externa field strength by more than one order of
magnitude.

A stable amplification at high frequencies is not anticipated
by the first-order model, as (7) testifies. Also, the first-order
model predicts the phase lag to asymptotically approach —90°,
while according to (15), E(¢) and E,,,(¢) are again close to syn-
chronization at very high frequencies. Absence of the high-fre-
quency plateau in the classical treatment originates from the
assumption of purely conductive cytoplasm and extracellular
medium; namely, if ¢; and . are set to zero, the amplification
given by (15) is easily shown to become zero—the value pre-
dicted by (7).

Using the same numerical values as in Fig. 1, Bode plot
of Ge(w) given by (13) is depicted in Fig. 4 by a solid line,
while the one predicted by (5) is drawn in dashed line. The
two models agree at low frequencies, but while (5) prognosti-
cates a continuing decrease of magnitude and phase stabilized
a —90°, (13) exhibits a second breakpoint frequency, where
the magnitude stabilizes at the high-frequency plateau. Also
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Fig. 4. Bode plot of the amplification of an externa ac electric field in
the membrane according to the second-order treatment given by (13) (solid
line), and the predictions of the first-order model (dashed). The two bold
dotted verticals correspond to the first (Ieft) and the second (right) breakpoint
frequency: fi = 1/(2a7,.1) and fo = 1/(277,.2). Parameter values used
in the calculation are given in Table |.

due to the second breakpoint frequency, the phase does not
approach —90°, but reaches a peak level, and then gradually
falls back toward zero.

Though (13) alows for analytical derivation of the limiting
values, aswell as numerical calculation of the whole frequency
dependence of Gpg, it does not in itself clearly reveal the
behavior of Gg(w) demonstrated in Fig. 4. Though both the
numerator and the denominator of (13) are of second order,
making membrane field inducement a second-order process,
Fig. 4 clearly implies that this process can be approximated as
first-order. This is to say that both the numerator and denom-
inator of (13) act approximately as if they were of first order
(unlike this, the classical model given by (5) has a first-order
denominator, but the numerator is frequency-independent, i.e.,

SN [BR3A! + (3dR% — d2R)(\Y, — AY)]

GE(LU) =

2R3(A%, 4 205) (Af, + 3A7) — 2(R — d)3(Ar — A5)(AF — A%,)

(13)
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Fig. 5. Nyquist (Cole-Cole) plot of the amplification of an external electric
field in the membrane according to the second-order (solid line) and the
first-order model (dashed). (a) Linear magnitude scale. (b) Logarithmic
magnitude scale. For used parameter values, see Table | and caption of Fig. 4.

of zeroth order). Sections A and B of the Appendix are dedi-
cated to an in-depth analysis and elucidation of this behavior
demonstrated by Gg(w).

Another customary representation of the frequency depen-
dence is a Nyquist (Cole-Cole) plot, which shows the tra-
jectory of the amplification in the complex plane. Fig. 5
compares the Nyquist plots of Gg(w) given by (13) and (5).
When a linear magnitude scale is used, the distinctions are
hardly visible, thus confirming a good agreement between
the two equations [Fig. 5(a)]. With a logarithmic magnitude
scale, the differences at higher frequencies are emphasized

[Fig. 5(b)].

IV. DISCUSSION

Two principal aims of this section are 1) to discussthe limita-
tions of the presented model and 2) to contemplate on possible
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implications of the high-frequency plateau, whichisoverlooked
by the classical first-order model.

A. Limitations of the Model

It has been shown that with intercellular distance several
times larger than cell radius, the effect of neighboring cells
on induced transmembrane voltage is negligible [16]. All the
expressions presented in this paper are therefore valid for a
single cell and aso for dilute cell suspensions, but they fail to
provide a reliable quantitative analysis for tissues, where cells
are densely packed. Nevertheless, the qualitative predictions of
the second-order model—the second plateau of the membrane
field and its synchronization with the external field at high
frequencies—also apply to tissues.

While (5) accurately describes membrane field amplification
upto ca. 10 MHz, with (13) the upper frequency limit of validity
isincreased by at least an order of magnitude. Asthe frequency
exceeds several hundreds of megahertz, the finite mobility of
molecular dipoles starts to weaken the polarization processes.
This shows as a decrease in the permittivities of the materials
and acoupled increasein their conductivity, known asdielectric
relaxation. For frequencies above 100 MHz, (12) must thus be
reformulated to give an effective admittivity

A= AMw) + jwe(w) (16)
which has a more intricate dependence upon frequency than
(12). By implementing effective admittivities into (13), the de-
scription of thefield amplification isextended to thefrequencies
where the dielectric relaxation occurs.

For estimative calculations, dielectric properties of the ex-
tracellular medium can be well approximated by those of the
physiological NaCl solution at 35°C, for which precise data
on dielectric relaxation are available [17]. On the other hand,
the established techniques are very difficult to implement on
anisotropic materials, and data on relaxation of lipids remain
very scarce. Results have been published on dielectric spec-
troscopy of colloidal suspensions of phospholipid vesicles[18],
and more recently of multilamellar bilayers[19]. To our knowl-
edge, no measurements have yet been reported directly on unil-
amellar lipid bilayers, or cell membranes. An alternative ap-
proach is offered by the measurements of lipid headgroup ro-
tation obtained by P-NMR and 2H-NMR [20], [21]. In general,
dielectric relaxation of water and agueous ionic solutions be-
comes pronounced at GHz frequencies, while the relaxation of
bilayer lipids occurs at hundreds of megahertz, thereby setting
the upper limit for validity of the presented second-order treat-
ment at approximately 100 MHz.

B. Effects of the High-Frequency Plateau

In the two paragraphsthat follow, we shortly discuss possible
effects of the high-frequency plateau on two well-known phe-
nomena caused by the exposure to ac electric fields: 1) elec-
tric power dissipation, which occurs in every material and is
greatly enhanced at high frequencies, and 2) electropermeabi-
lization (electroporation), afield-induced increase of cell mem-
brane permesability and conductivity. Both electric power dis-
sipation and electropermeabilization lead to aterations in the
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structure and properties of cellular molecules, thus affecting the
cellular functions. The effects of both phenomena can be re-
versible, with exposed cells recovering from the damage, or ir-
reversible (in general, at larger perturbations), leading to cell
death. In the next paragraphs, we consider the relevance of each
of the two phenomena at high frequencies.

1) High-Frequency Power Dissipation: Power dissipation
P per unit volume of a material is given by [22]

P(w) = \w) - |E|* (17)
where E' is the strength of the ac eectric field with the
angular frequency w, and A(w) is the effective conductivity of
the material at this angular frequency. Above the relaxation
frequency, the effective conductivity of a given material
increases significantly, which according to (17) leads to a
proportional increase of power dissipation (the effect widely
exploited in the microwave ovens). The dielectric relaxation
of the lipid bilayer occurs in the 100-MHz range, while in
the aqueous media it only becomes expressed above 1 GHz
(hence, the use of 2.45 GHz in the microwave ovens). Due to
the high-frequency plateau, the membrane field is stable in
this frequency range, and this implies that between 100 MHz
and 1 GHz, power dissipation in the membrane increases
significantly. Due to the small membrane thickness, the
elevated power dissipation probably cannot lead to significant
temperature increase within the membrane, but it might result
in nonthermal effects. The distributed power dissipation at
high frequencies is explored in detail in [23].

2) High-Frequency Electropermeabilization: According to
the established theory, el ectro-permeabilization is a nonthermal
phenomenon [24], [25]. It only occurs if the transmembrane
voltage (and hence the membrane electric field) exceeds a cer-
tain threshold value, which according to different authorsranges
between 0.250V and 1V [26]-{28]. For acell with R = 10 um,
transmembrane voltage of 1V isinduced by an external field of
E ~ 670 V/cm, provided that the reciprocal of the pulse dura-
tion lies within the low-frequency plateau (which istrue for the
typical pulses used for electropermesbilization, ranging from
tens of microseconds to tens of milliseconds). Such a field
is generated by applying approximately 67 V to a 1 mm po-
ration cuvette, or by a voltage of 268 V with a 4-mm cuvette.
As G g(00) istwo orders of magnitude lower than G (0), elec-
tropermesabilization by nanosecond pulses would demand volt-
ages hundred times larger, and is thus practically unachievable
with current technology. Possibility of electropermeabilization
occurring accidentally due to the exposure to high-frequency
sources such as cellular phones or radio-frequency emitting an-
tennas can thus a so be excluded beyond any reasonable doubt.

APPENDIX

A. Exact Formulations of Gg(w)
By expanding both the numerator and denominator of (13), a

rationa function is obtained

1(Jw)? + azjw + a3

1{Jw)? + bajw + by

Gu(w) =5 (A1)
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where

a1 = 3e;e.(3R? — 3dR* + d°R)

+ 3emec(3dR? — d°R), (A2a)
az = 3(Nee + )\967;)(3R3 — 3dR? + d2R)

+ 3(Amee + A& )(3dR% — d’R) (A2b)
az = 3\ (3R — 3dR? + d*R)

+ 3\ A (3dR? — d°R) (A20)

1

by = 2R3(e,, + 2¢.) <5m + 5{-:1)

+2(R—d)(em — )i — €m) (A2d)

1 1
b2 = 2R3 (AL (55771 + Ec) + )\rn (§5i + 2, + 256)

+ Al + 25m))

+ 2(R - d)g()\i(snl - 56) + )\rn(si - 25771 + 56)

= Ae(ei —em)) (A2¢)
and
by = 2R3 (N, + 2)) <>\m + %A)
+ 2<R - d)3()‘m - /\C)(/\L - )\m)- (A2f)

Both the polynomial in the numerator and the polynomial in the
denominator of (A1) are of second order, giving the process of
membrane field inducement the second-order nature.

Equation (A1) can be rewritten as

(1 + jwrms)(1 + jwTma)

G =K A3
E(w) (1 +jw’r'm1)(1 +jw’7—'r712) ( )
where the constants are given by
K=% (Ada)
bs
/12 _
o = 27 ;Z 4010 (Adb)
3
2
— /12 —4
T™Tm2 = b2 (2)2 blb3 (A4C)
3
2 _
iy = 2 E VA (Add)
as
_ 2_4
Ty = 2N ;‘2 ey (Ade)
as

Alternatively, (A1) can also be reformulated as a sum of partial
fractions

K, Ky
G =K A
E(w) 0+ 1+jw’rrnl + 1+jw’rrn2 ( 5)
where
Ko=24 (A6a)
by
3 a3b1 - a1b3 agbl — a1b2
K = _ (A6b)
P02 — dbybs [bz — /02 — dby b 201
3 agbl — albg a3b1 — a1b3
Ky = — (A6C)
27 /b3 — abibs [ 20, by + \/B3 — 4bibs

and 7,,; and 7,,,2 are given by (A4b) and (A4c), respectively.
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The first summand in (A5) represents the synchronous (in-
phase) part of the response, while the other two are lagging re-
sponses, each characterized by a time constant.

B. Smplifications

To elucidate the properties of Gg(w) shown in Fig. 4, one
hasto consider therealistic physiological conditions, where two
relations build a basis for simplifications:

« membrane conductivity, A,,, is more than five orders of
magnitude smaller than the conductivities of the cyto-
plasm, A;, and the extracellular medium, A, (see Tablel);
therefore, by disregarding A,, where it appears in sum
with A, or );, the obtained result differs from the exact
value by several partsin amillion.

* membrane thickness, d, is at least three orders of magni-
tude smaller than cell radius, R; by approximating (R —
d) ~ R, one commits an error in the range of at most sev-
eral parts in a thousand.

It should be stressed that with termsthat include both conductive
and dimensional parameters, the first of the above mentioned
relations has to be considered before the second one, as the
error committed by the first approximation is far smaller than
the one introduced by the second. Furthermore, disregarder of
the membrane conductivity often leads to cancellation of addi-
tional terms, including the ones that contain parameters R and
d, asbecomes apparent in the cal culation of G (0) and G (o)
presented later.

Applying the rules set above to the terms (A2a)—(A2f), one
gets

a1 ~ 9R3¢;e. (A7a)
az ~ IR} (Niee + Aegy) (A7b)
as = IR A\ (A7c)
by ~ 3R%,,(e; + 2¢.) + 6R?dee.. (A7d)

ba & 3R, (N + 20.) + 6R2d(M\ie. + Aogi)  (ATe€)
and

bs ~ 3R3 A (N 4 200) + 6RZd)\ ). (AT

As these expressions are inserted into (Ad4a)—(A4e), the re-
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Thisshedssomelight onthebehavior of Gg(w) showninFig. 4.
Asthethreetime constants 7,,,2, 7,3, and 7,,,4 arevery closeto-
gether (with realistic parameter values, the difference between
them never exceeds one part in athousand), they can be approx-
imated as equal. This cancels out two of the multiplicands in
(A3), leading to the first-order expression
3R |14 jwTme
e~ 51 | oo
with time constants given by (A8b) and (A8c). Expression
(A8b) equals the first-order time constant given by (1), i.e.,
Tml = Tm, thus confirming once again the validity of the
established predictions of low-frequency behavior. The recip-
rocals of the two time constants of (A9), (7,,,1) " and (7,m2) 1,
correspond to the two breakpoint frequencies in the Bode plot
inFig. 4.
Equations (A7a)—(A7f) also alow (A6a)—(A6c) to be approx-
imated as

(A9)

JeeE;
Ko~ —m——— A10
0 Enl(si + 256) ( a)
3R g€
Ki~—_-—="t° Al10b
Y emle; + 2e.) ( )
and
K> =~ 0. (A10c)

Equation (A10c) reflectsthe fact that with physiological param-
eter values, K> is more than nine orders of magnitude smaller
than both K and K1, making the second lagging response neg-
ligibleinany practical context, and validating the approximation
of membrane field inducement by

K
1 + jw’rrnl
with Ky and K; given by (A10a) and (A10b), respectively.

Gp(w) = Ko+ (A11)

C. Limits Gg(0) and Gg(o0)

The low-frequency limit of Gg(w) is obtained by inserting
w = 0 into (13). This leads to (A12), shown at the bottom of
the page. Since A,, < A, A, We approximate A,,, = 0. We
then obtain an expression which depends only on the geometric
parameters of the cell

sulting constants read 3R
GE(0) ~ = (A13)

3R 2d
K~ 2d (A8) In asimilar manner, thelimit at w — oo reads as (A14), shown
ol A Em (A8b) at the top of the next page. Since no conductivities appear in
£ 2% 4+ Am this expression, simplification is based on the relation d < R,
and which we approximate with d = 0. This leads to an expression

which depends only on the material parameters of the cell
i 3e.€;
Tm2 N Tm3 N Tma N i:%;iz (A8C) |G(OQ)| ~ m (A15)
3 2 2

1G(0)] = 3A[3R?A; + (3dR* — d*R)( A\, — \i)] /Gp(0) = 0° (A12)

2R3 (A + 2X0) (e + 2A) — 1R — d)2(he — Aw)Ni — A)
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3e.[3R3e; + (3dR3 — d*R) (e, — ;)]
2R3(ep, + 2¢.) (sm + %Ez) —2(R—d)3(ec — em)(ei —m)’

|G(o0)| = /Gg(o0) =0° (A14)
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2.4 ARTICLE 4

Analytical description of transmembrane voltage
induced by electric fields on spheroidal cells

[Description analytique du voltage transmembranaire induit
par des champs électriques sur des cellules sphéroidales]

Publi¢ dans Biophysical Journal 79: 670-679, 2000

Sommaire: La description analytique du voltage transmembranaire induit sur des
cellules sphériques a été déterminée dans les années 1950, et les outils pour 1'évaluation
numérique du voltage transmembranaire induit sur des cellules sphéroidales ont été
développés dans les années 1970. Par contre, certains chercheurs ont postulé qu'une
description analytique était inaccessible pour des cellules sphéroidales, et d'autres ont
affirmé que méme si elle existait, elle n'était pas réaliste a cause de l'épaisseur non
uniforme de la membrane, qui est inévitable dans la géométrie sphéroidale.

Dans cet article, nous prouvons que pour toutes les cellules sphéroidales, 1'épaisseur de
la membrane n'a aucune importance pour le voltage transmembranaire induit si on
considere que la membrane est non conductive, ce qui est une condition qui a également
été appliquée dans la dérivation de I'équation de Schwan. Nous dérivons ensuite la
description analytique du voltage transmembranaire induit sur des cellules sphéroidales
allongées et aplaties. Nous transformons cette description des coordonnées sphéroidales
aux coordonnées sphériques plus familieres. Le résultat final, qui représente une
généralisation de I'équation de Schwan a toutes les cellules sphéroidales (entre
lesquelles les cellules sphériques ne sont qu'un cas particulier), est donné par

[
2 _p2
%E R; — R R,cosd . R <R
O i5 arccot —M__ —R \/Rlzsin2¢+R22c052¢’ 1 ?
3
AD :é-%ER] cos(l):EER2 cos ¢; R =R,
N R’ -R; R,cos¢ . R SR
0 2 +JR-& JR2sin¢+ R3cos?d 1 2
[ R, - R lo R+ Ry Rz\/ 1811’1¢ ZCOS(I)
g e 5k

ou E représente le champ electrique, R; le rayon de la cellule le long de I'axe de la
symétrie rotative (le rayon polaire), R, le rayon perpendiculaire a ce axe (le rayon
équatorial), et ¢ l'angle polaire mesuré a partir du centre de la cellule par rapport a la
direction du champ.

Il est facile d'appliquer 1'expression présentée ci-dessus, et dans l'article nous donnons
un exemple simple d'une telle application. Cette expression fournit une description
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analytique du voltage transmembranaire induit pour toutes les cellules dont la forme
peut étre rapprochée de celle d'un sphéroide.

Nous concluons cette ¢tude avec une analyse de la variation du voltage
transmembranaire induit lorsqu'une cellule sphéroidale est allongée par le champ,
exécutant une étude a aire constante de la membrane, et une autre étude a volume
constant de cellules.
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Analytical Description of Transmembrane Voltage Induced by Electric
Fields on Spheroidal Cells

Tadej Kotnik and Damijan Miklavci¢
Faculty of Electrical Engineering, University of Ljubljana, SI-1000 Ljubljana, Slovenia

ABSTRACT An analytical description of transmembrane voltage induced on spherical cells was determined in the 1950s,
and the tools for numerical assessment of transmembrane voltage induced on spheroidal cells were developed in the 1970s.
However, it has often been claimed that an analytical description is unattainable for spheroidal cells, while others have
asserted that even if attainable, it does not befit the reality due to the nonuniform membrane thickness, which is unrealistic
but inevitable in spheroidal geometry. In this paper we show that for all spheroidal cells, membrane thickness is irrelevant to
the induced transmembrane voltage under the assumption of a nonconductive membrane, which was also applied in the
derivation of Schwan’s equation. We then derive the analytical description of transmembrane voltage induced on prolate and
oblate spheroidal cells. The final result, which we cast from spheroidal into more familiar spherical coordinates, represents
a generalization of Schwan’s equation to all spheroidal cells (of which spherical cells are a special case). The obtained
expression is easy to apply, and we give a simple example of such application. We conclude the study by analyzing the
variation of induced transmembrane voltage as a spheroidal cell is stretched by the field, performing one study at a constant
membrane surface area, and another at a constant cell volume.

INTRODUCTION

Placement of a biological cell into an electric field leads to
alocal distortion of the field in the cell and in its vicinity.
As the conductivity of the cell membrane is several orders
of magnitude lower than those of the cytoplasm and the
physiological extracellular medium, most of the electric
field within the cell is concentrated on the membrane. In a
DC field, the induced transmembrane voltage reaches the
steady state within microseconds after the start of the ex-
posure. For the treatment of the transients, the reader is
referred to Kotnik et al. (1998), while in this work we
henceforth deal only with the steady-state situation.
Analytical description of steady-state transmembrane
voltage induced on spherical cells was derived more than
four decades ago by H. P. Schwan (Schwan, 1957). To
simplify the derivation, Schwan assumed the membrane to
be nonconductive, which led to the well-known relation,
often referred to as the (steady-state) Schwan’s equation

Ad = SERcos ¢, (1)

where A® is the induced transmembrane voltage, E is the
external electric field, Risthe cell radius, and ¢ isthe polar
angle measured from the center of the cell with respect to
the direction of the field. With physiological values of the
conductivities, A® as given by Eq. 1 differs at most by
severa parts per thousand from the exact result given by
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where o, o, and o, are electric conductivities of the
cytoplasm, cell membrane, and external medium, respec-
tively, and d is the membrane thickness (note that this
equation applies only in the case of amembrane of constant
thickness and conductivity). It is easy to check that setting
o, = 0 leads to cancellation of d, o, and o, from Eq. 2,
which thereby simplifies into Eq. 1.

In the 1970s, this knowledge was extended by the devel-
opment of methods for numerical calculation of transmem-
brane voltage induced on spheroidal cells (Klee and Plon-
sey, 1972, 1976). Despite that, an analytical description of
the transmembrane voltage induced on spheroida cells, if
attainable, would give a deeper insight than numerical cal-
culations can provide.

The search for an analytical solution in spheroidal geom-
etry has often been claimed futile (Bernhardt and Pauly,
1973; Klee and Plonsey, 1976; Gimsa and Wachner, 1999):
as we show in this paper, rather unfoundedly. This claim
was motivated by the fact that for analytical determination
of the induced transmembrane voltage, cell boundaries must
coincide with coordinate surfaces of some coordinate sys-
tem. In spheroidal coordinate systems, this necessarily ren-
ders a membrane of nonuniform thickness, which is unre-
alistic. Still, two recent papers treated an analytical solution
for prolate spheroids. The first paper gave an expression for
the electric potential inside and outside a prolate spheroid
with a nonconductive membrane (Bryant and Wolfe, 1987),
and the second paper generalized the result to the case of a
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conductive membrane (Jerry et al., 1996). Nevertheless, in
both studies the results are formulated in prolate spheroidal
coordinates, thus lacking the insight that is available in the
more familiar spherical coordinates. To our knowledge, no
similar work has been published on oblate spheroids, al-
though these represent a suitable model for sometypes of cells,
such as erythrocytes. In summary, an andog of Schwan's
equation (1) for spheroida cells has not yet been given.

In this work we first show that under the assumption of a
nonconductive membrane, the induced transmembrane volt-
age is unaffected by membrane thickness as long as the cell
is symmetrical with respect to a plane to which the field is
perpendicular. Analytical calculation of the induced trans-
membrane voltage is therefore justified and valid, and in the
Appendices we derive the transmembrane voltage induced
on both prolate and oblate spheroidal cells. To alow for
comparison with Schwan’s equation, we present the results
in spherical coordinates, where aspheroid is described by its
two radii, and the location on the membraneis given—as for
a sphere—by the polar angle measured from the center of
the spheroid with respect to the direction of the field.

METHODS

Derivation of the steady-state induced
transmembrane voltage

Let the presence of the cell distort a homogeneous electric field E, into an
electric field E. To determine the steady-state induced transmembrane
voltage, we express E in terms of the electric potentia ®

E=-Vo, 3
where ® satisfies Laplace's equation
Vi =0 O]
with the following conditions:
1. homogeneity of the field far from the cell,
lim(=V®) = Eq; (59)
2. finiteness of the potential inside the cell,
',iEJ‘I’ < oo (5b)
3. continuity of the potential and the current density at the boundary
surfaces between the cytoplasm and the membrane and between the
membrane and the exterior,

(q)i - CDm)'ffi = Ov

n-(o\Vd, — 0,,VoP,)|y4 = 0,
(0 0, )‘f, (50)

(P, — (I)Q‘fie: 0,
n: (0, V@, ~ o VO)ly =0,

where &; and ¥ are the inner and the outer membrane surface; ®;, ®,,,, and
&, denote the function @ in the cell interior, the membrane, and the cell
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exterior; oy, o, and o, are the conductivities of these three regions; and n
is the unit normal vector to the treated boundary surface.

The transmembrane voltage A® induced by the external electric field on
the cell membrane is the difference between the values of electric potential
a the two boundary surfaces,

AD = Dy, — D, . (6)

We note that in Eq. 6 and hereafter in this paper, A always represents the
difference operator and should not be confused with another established
notation, A = V? for the Laplacian operator.

Simplifications for a nonconductive membrane

Due to the shielding effect caused by the low conductivity of the mem-
brane, most of the electric potential variation within the cell occursin its
membrane. In the hypothetical case of a nonconductive membrane, the
shielding is complete; there is no electric field in the cytoplasm, and the
electric potentia variation within the cell occurs only in its membrane.

At this point we introduce the following principle of invariance, which
is crucia for further derivations:

For an object with a nonconductive membrane which is placed into a
homogeneous electric field,

(i) theelectric potential outside the object is determined only by the shape
of the object;

(ii) if the object is symmetrical with respect to a plane to which the
external field is perpendicular, then also the induced transmembrane
voltage is determined only by the shape of the object.

The proof of this principle is given in Appendix A, while Fig. 1 illustrates
it by an example. In a given field, the potentia outside A, B, C, and D is
the same. For objects B, C, and D that are symmetrica with respect to a
plane to which the field is perpendicular (dotted vertical), the electric
potential in the interior, and thus the transmembrane voltage, is also the
same (for D, which consists entirely of anonconductive material, we define
the transmembrane voltage as the difference between the values of the
electric potentia in its center and on its surface).

For a spherical cell, part (ii) of the principle of invariance stated above
is clearly demonstrated by Eq. 1, which involvesthe cell radius, but not the
membrane thickness. For spheroidal cells, validity of (ii) is similarly
confirmed by Eq. 7, introduced in the next subsection.

For cells with planar symmetry and with a nonconductive membrane,
the thickness of the membrane is therefore irrelevant to the induced
transmembrane voltage, which can be determined by solving Laplace's
equation for any object with planar symmetry and the same external shape.
In Fig. 1, all objects have the same, prolate spheroidal external shape. With
a uniform membrane thickness, object B is a redlistic model of a cell, but
its internal membrane surface is not a prolate spheroid, and Laplace's
equation cannot be solved analytically. Unlike that, the two surfaces of C
and the surface of D are all prolate spheroids, and for these two objects
Laplace's equation is solvable in prolate spheroidal coordinates by sepa-
ration of variables. By assigning the potential ® = 0 to the plane of
symmetry, the transmembrane voltage induced on B then equals the op-
posite of the electric potential calculated at the external surface of either C
or D.

In summary, for a cell with planar symmetry and a nonconductive
membrane, the induced transmembrane voltage can be determined analyt-
ically given that 1) the cell shape can be modeled as a coordinate surface
in some coordinate system, and 2) Laplace's equation is separable in this
coordinate system. These two requirements are both necessary and suffi-
cient, and 2) provides a restriction to 14 different coordinate systems
(Eisenhart, 1934; Morse and Feshbach, 1953). The spherical, the prolate
spheroidal, and the oblate spheroidal coordinate systems are among these,
and we now proceed to the derivation and analysis of the transmembrane
voltage induced on spheroidal cells.
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RESULTS AND DISCUSSION

Transmembrane voltage induced on
spheroidal cells

Because of its extent, the detailed derivation of the trans-
membrane voltage induced on a spherical, a prolate sphe-
roidal, and an oblate spheroidal cell with the axis of rota-
tional symmetry parallel to the field is given in Appendices
B-D. Written in spherical coordinates, the final result reads

fE R - R
R s R
———— arccot ————; —
VR - R VR — R R <R,
« R,cos ¢ _
JRisin® ¢ + Ricos” ¢
Ad(¢) = (SERCOS @ = 3 ER,COS ¢; R =R,
. R-R
R R+ \R-F
R—-—= IOg
\Ri -R Ry R>R
» R,cos ¢ _
\ JRisin? ¢ + Récos? ¢
(7

where E is the external eectric field, R, isthe radius dong the
axis of rotational symmetry (the polar radius), R, isthe radius
perpendicular to this axis (the equatoria radius), and ¢ is the
polar angle measured from the center of the cell with respect to
the direction of the field.

As an example of the application of Eq. 7, in Fig. 2 we
plot the function A®(¢) for three spheroids with different
equatorial radii, but with the same polar radius.

Unlike with a sphere, the arc length on the membrane of
a general spheroid is not proportional to the angle ¢. The
normalized arc length p(¢) is defined as

arctan(R/, tan )

fo\/RisinzcvaR%coszcbdc[)
f()Z”\;/Risinzcb+ REcos2 ¢ dop

ple) = (8)

This does not allow for an explicit expression of ¢(p)—and
thus a so of Ad(p)—but they can be calculated by means of
numerical mapping of p onto ¢. The graph shown in Fig. 3
is analogous to the one in Fig. 2, showing A®(p) instead of
AD(g).

Figs. 2 and 3 imply that the shape of a spheroid deter-
mines not only the maximum value of A®, but aso the
fraction of the membrane which is exposed to high values of
A®. The induced transmembrane voltage close to the max-
imum value occupies only a small region of the membrane
in very prolate, “cigar-shaped” cells, and the mgjority of the
membrane in very oblate, “disk-shaped” cells.
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A generalization of these examples is given in Fig. 4,
which shows, for a given R;, the maximum value of Ad as
a function of R,. With decrease of R, this function ap-
proaches an infimum of ER;, but it has no upper bound, and
with increase of R, it can reach an arbitrarily large value.
Still, max(A®) increases less than proportionally with R,,
and for any R, > 2.32R;, max(A®) < ER,.

Variation of the induced transmembrane voltage
with electromechanical deformation

Besides their general applicability, the formulae of Eq. 7
enable an evaluation of the variation of the induced trans-
membrane voltage that accompanies the electromechanical
deformation of the cell in the electric field. The polarization
of the cell membrane produces an electric force that acts on
the membrane, and as a result the cell is elongated in the
direction of the field (Bryant and Wolfe, 1987). Spherical
cells are deformed into prolate spheroids, and for most
realistic situations we could start from a sphere and analyze
the variation of the induced transmembrane voltage as the
cell is elongated. However, a generalization of this study to
include oblate spheroids provides several interesting results,
and we will thus treat the whole range of spheroids, with a
sphere representing atransitional point (obviously, this gen-
eralization does not in any way affect the results obtained
for prolate spheroids). Two distinct conditions can be im-
posed to hold during the deformation:
1. aconstant membrane surface area, S, where

¢

2R\ R, + ! arcsinh\‘Rg_Ri' R <R
2 2 \/Rg — R% Rl y 1 2
S: 47TR1R2, Rl = R2
prrlRt Y aean R} RR
{ 2 2 \'Ri — Rg Rl y 1 2
9)
2. or aconstant cell volume, V, where
V=3mRRS. (10)

The first requirement is valid for a noncompressible/nonex-
pansible membrane, and the second one for a nonpermeable
membrane (the cytoplasm is largely an aqueous solution,
and therefore noncompressible/nonexpansible). The two to-
gether cannot hold, since this would render the cell unde-
formable, while cell elongation in electric fields has been
observed repeatedly (Winterhalter and Helfrich, 1988; Neu-
mann and Kakorin, 1996). In redlity, neither of the two
restrictions holds completely, and since the experimental
data are too scarce to either favor or reject any of them, each
of them is a possible approximation to the realistic situation.
For both, Fig. 5 shows the induced transmembrane voltage
as a function of Ry/Ry.
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FIGURE 1 Color map of the electric potentia outside and inside four objects with different nonconductive membranes, but with identical external shape
(in D, the membrane fills the object entirely). The potential outside the object is the same for A, B, C, and D, while the induced transmembrane voltage

is the same for B, C, and D.

Fig. 5 shows that the results under the two restrictions
diverge increasingly with cell eccentricity. Nevertheless,
deformations into highly eccentrical shapes have never been

ADA
ER; )

..............

observed on biological cells, as this is preceded by the
membrane rupture (Rand, 1964; Wolfe et al., 1986). Thus,
with the exception of naturally highly eccentrical cells (e.g.,

ADA
ER).

324 L el
24 .

34

41 R

FIGURE 2 The induced transmembrane voltage (A®) in units of ER, as FIGURE 3 The induced transmembrane voltage (A®) in units of ER, as
afunction of the polar angle ¢ for three spheroidal cells with equal R, and a function of the normalized arc length p for three spheroidal cells with
R, = 1/5R, (solidline), R, = R, (dashed line), and R, = 5 R, (dotted line). equa R, and R, = 15 R, (solid line), R, = R, (dashed line), and R, = 5

Inset: the three cells and the field orientation.

R, (dotted line).
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Amax(AD)
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FIGURE 4 The maximum value of the induced transmembrane voltage
in units of ER, as afunction of theratio R,/R, at a constant R, (solid line).
At R,/R, = 1, the cell is a sphere, and the maximum value of the induced
transmembrane voltage equals 3/2ER;, which is the well-known result also
obtained from Schwan's equation. The dashed line shows the value of a
hypothetical function max(A®) = ER,.

bacilli), redlistic deformations are in the region where the
two radii are of the same order of magnitude. We must also
bear in mind that the electric force always tends to elongate
the cell in the field direction, and thus for cells that are
initially spherical, only the part of Fig. 5 with R,/R, > 11is
of practical interest.

CONCLUSIONS

The main result presented in this paper is the analytical
description of the transmembrane voltage induced on sphe-

Amax(AD)
| ERo
104
|
|
|
51t
\
\
1
2t
B2F gy
- :
0i 0.1 0.2 0.5 1 2 5 10 Ri/R:

FIGURE 5 The maximum value of the induced transmembrane voltage
asafunction of theratio R,/R, with deformation at constant membrane surface
area(solid line), and at constant cell volume (dashed line). Both R, and R, vary
in this study, and we express max(A®) in units of ER,, where R, is the cell
radius a R/R, = 1 (i.e,, when the cell is spherical, R, = R, = Ry).

Kotnik and Miklav¢ic¢

roidal cells, which is given by Eg. 7. Both Schwan’s equa-
tion and Eqg. 7 are derived under the assumption of a
nonconductive membrane, and in conditions very far from
physiological ones, their validity becomes questionable. In
particular, they cannot be applied when cells are suspended
in a medium with a conductivity severa orders of magni-
tude below the physiological value, or when the membrane
conductivity has been increased by several orders of mag-
nitude, e.g., by electroporation (Grosse and Schwan, 1992;
Kotnik et a., 1997). Nevertheless, with the parameter val-
ues close to physiological, a variation of membrane thick-
ness by an order of magnitude results in a variation of the
induced transmembrane voltage by at most several partsin
athousand, which can be easily checked by means of Eq. 2.
Within the range of eccentricities analyzed in this paper, a
realistic non-zero conductivity of the cell membrane would
therefore have a negligible effect on the induced transmem-
brane voltage.

It should also be noted that since the presented theory (as
well as Schwan’s) treats the membrane as a passive con-
ductor, and therefore has a very limited use in excitable
cells, such as neurons and muscle fibers, in which the
membrane conductivity is in genera voltage-dependent.

By itself, Eq. 7 gives a more precise evaluation of the
transmembrane voltage induced on various nonspherical
cells (erythrocytes, bacteria), but because suspended cells
are randomly oriented, analytical results should be accom-
panied by numerical calculations for various angles between
the cell’s axis and the field. Nevertheless, the electric field
was shown to align prolate cells with their longer axis
paralel to the field, and to further elongate these cells, as
well as spherical ones (Bryant and Wolfe, 1987; Winterhal-
ter and Helfrich, 1988). Equation 7 is thus valid in the
studies of electromechanical cell deformation. In a given
field, it determines the electric force, which in equilibrium
with the opposing elastic force a so defines the shape of the
electromechanically deformed cell. By accounting for mem-
brane viscosity as well, one could in principle also evaluate
the dynamics of deformation. In addition, since membrane
electroporation depends on both the field strength and the
membrane curvature (Neumann et a., 1999), a theoretical
description of the dynamics of deformation could provide a
deeper insight into the mechanisms that accompany (or even
facilitate) electroporation.

APPENDIX A

Invariance of ® and A® for cells with a
nonconductive membrane

Wetreat ageneral curvilinear coordinate system in R, with coordinates &,,
&, &, inwhich Laplace’ s equation is separable. There are 14 such systems
(Eisenhart, 1934; Morse and Feshbach, 1953), and in each of these, the
physicaly realistic solution of Laplace's equation can be written in the
form
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D(&1, &, &) = AL(EDL(E(&) + BOi(£0)0(£)05(&),
(A1)

where A and B are the constants determined by the boundary conditions,
while fy, f,, f5, 05, 95, and g5 are continuous functions of their variables,
bounded everywhere except perhaps at the origin and at infinity. In
addition, if a limited number of objects distorts the homogeneity of the
field, and the curvilinear coordinates are expressed in terms of spherical
coordinates r, ¢, and 9 (see Appendix B), then f,(&,(r, ¢, 9))f(&(r, ¢,
M)fa(&s(r, ¢, 0)) isalinear function of r.

Let a homogeneous static electric field E, permeate the space, and let a
single cell, consisting of the cytoplasm and the membrane, be placed into
this space. Then, the spatial distribution of the electric potential is given by

(D(glv §2! 53)
( Di(&, &, &) in the cytoplasm
= A (ED(ET(&);
D (&, &, &) in the membrane

= A, F1(EDTAE)(E) + B 01(£0)9(£)0(63);

D (&1, &, &) outside the cell
| = B fu(&)fR(&f(E) + Be0i(6)0x(£)0:(6);
(A.2)

This solution satisfies the conditions of electric potential finiteness and
electric field homogeneity far from the object, while the conditions of
continuity have to be applied to determine the values of the remaining
constants. The value of B, is determined by the continuity of the current
density at the external membrane surface (%),

n:-o, Vo,

Fo — n- O'EVCI)E

S (A3

where n isthe unit normal vector to the surface &, while o,,, and o, are the
conductivities of the membrane and the external space.
We now assume o,,, = 0, and Eqg. A.3 becomes

n-Vadyy, =0, (A.4)
and inserting the expression for @ from Eqg. A.2 we obtain
n- V({(EDF(E)F
B.~E, (F(EDfA(E)5(E9)) A5)

0N V(9U(£)9A£)9:(E)) |

Thus, for a cell with a nonconductive membrane, the value of Bs—and
thereby the whole function @, as given by Eqg. A.2—is determined solely
by the value of E, and the shape of the surface &.

If the cell is symmetrical with respect to a plane to which the external
field far from the cell is perpendicular, the plane of symmetry is an
equipotential surface. As Eq. 4 only determines the electric potential up to
an additive constant, we assign to this surface—and thereby to the whole
cytoplasm—the value of & = 0. Eq. 6 then becomes

AP = -0

G- (A.6)

Since Eg. A.5 shows that ® everywhere at the surface &, depends only on
the electric field and the shape of ¥, Eg. A.6 proves that the induced
transmembrane voltage is also determined only by the value of E, and the
shape of the surface .
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APPENDICES B-D

Calculation of A® induced on a spheroidal cell
B. A spherical cell

With a sphere placed into a homogeneous electric field, we derive the
spatial distribution of the electric potential in the spherical coordinate
system {(r, ¢, ) ER®:r=0,0= ¢ = 7, 0= 9 < 27} with the
coordinates defined by

X=rcose, y=rsingcosd, z=rsinesnd.
(B.1)

We note that there are several legitimate alternatives in defining the
spherical coordinate system, and we choose the one given by Eq. B.1 asit
is compatible with the standard notation of r and ¢ in the circular cylin-
drical coordinate system {(r, ¢, ER*:r =0,0=< ¢ = 27, —0 < z<
oo}, Frequently, notation of ¢ and 9 is reversed, or replaced by ¢ and 6,
while the Cartesian system is often reoriented with respect to the defini-
tions given above as (X, Y, 2) — (Z X, Y).

For geometries with x-axial symmetry, the electric potential is indepen-
dent of 9. We can then write ®(r, ¢) instead of ®(r, ¢, ¥), and Laplace's
equation reads

D 29D

19*P cot ¢ 9D
+-—+
arz " r or

Pag T g O

(B.2)
The first such case is the electric potential distribution in uniform space.
This distribution, which we denote by @, is linear, and for afield parallel
to the x-axis it can be written in spherica coordinates as

Dy(r, @) = —Er cos ¢. (B.3)
We now place a sphere into this field so that its center coincides with the
origin of the coordinate system. Again, we have x-axial symmetry, and by
solving for @ in a separable form

O(r, @) = G(r)H(e), (B.4)
Eq. B.2 becomes
r’G'(r) + 2rG'(r)  H"(¢) + cot ¢ H'(¢)
6n He (B.3)

The left-hand side of Eq. B.5 is at any value of r equal to the right-hand
side at any vaue of ¢, which is only possible if they equal the same
constant, which we denote by K. This splits Eq. B.5 into two ordinary
differential equations

{ r’G"(r) + 2rG'(r) — KG(r) = 0

H'(¢) + cot o H'(¢) + KH(@) =0 (B

For r > 0, the general solution of the first equation in B.6 is given by
(

(JF1-aK
C.rY%sin 5 logr
J-1- 4K ;
+ C,rY2cos logr|;, K<—3
Cr '+ Gy K=—3
‘ C,rv2- JIFAK) | C,r vz VIFK) K > _%
(B.7)
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with C,, C, constants.
Far from the sphere the field is homogeneous, and Eq. B.3 implies that
G(r) o r. Such G(r) is obtained from Eq. B.7 only if K = 2, and in that case

G,
G =Cir+ ;. (B.9)

For K = 2, the equation for H(¢) in Eq. B.6 has a solution

1+ cose
H(¢) = Cscos ¢ + C,{ 1 — cos ¢ log 1-coso) (B.9)

with C;, C, constants, of which C, must be zero, since H(¢) is continuous
and bounded on [0, =], and therefore

H(¢) = C5cos ¢. (B.10)

We now join the functions given by Egs. B.8 and B.10 according to Eq. B.4
and get

B
d(r, ) = Arcos ¢ + 2C0S¢ (B.11)
with A, B constants.

Since we treat the membrane as nonconductive, we proceed as de-
scribed in the Methods section, looking for the electric potential distribu-
tion inside and outside a homogeneous nonconductive sphere. Let r = R
describe the surface of the sphere. Both inside and outside the sphere, the
electric potential distribution is given by a function of the general form of
Eq. B.11, but with different values of A and B. We therefore write

o(r, ¢)
Bi
Pi(r, ) = Arcose + pcosg; 0=r=R
R=r

B
D1, @) = AS COS @ + r—; COS ¢;

(B.12)

Applying the conditions of continuity and an additional assumption that
o = 0, we get the constants in Eq. B.12,

3E

A= _7.

B =0,

A=_E (B.13)
ER®

Be: _7.

With a nonconductive membrane surrounding a sphere, the induced trans-
membrane voltage is the opposite of the electric potential at the external
surface of a homogeneous nonconductive sphere of equal size and orien-
tation. Thus

3
AD(p) = —P(R, ¢) = > ER cos ¢. (B.14)
C. A prolate spheroidal cell

With a prolate spheroid placed into a homogeneous electric field with the
polar radius paralel to the electric field vector, we derive the spatia
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distribution of the electric potential in the prolate spheroidal coordinate
system {(u, », ) ER*:u=0,0=<v =7 0 =9 < 27} with the
coordinates defined by

x=acoshucosv, y=ashnhusnvcosd,

. . . A
z=asnhusnvsnd, (€1

where 2a is the distance between the foci.

For geometries with x-axial symmetry, the electric potential is indepen-
dent of 9. We can then write ®(u, v) instead of ®(u, v, ¥), and Laplace's
equation reads

aZcI)+ " aq>+azcb+ ta<1> 0
gz oMU T e Teotr =0

(C.2)
The first such case is the electric potential distribution in uniform space.
This distribution, which we denote by @, islinear, and for afield parallel
to the x-axis it can be written in prolate spheroidal coordinates as

®y(u, v) = —Ea cosh u cos v. (C.3)
While asphere is described solely by its radius, two parameters are needed
to characterize a prolate spheroid, and there are two equivalent ways to
accomplish this. In the first one, we define the distance a between the foci
and the value U that describes the surface of the prolate spheroid for the
chosen aasu = U. An aternative approach is to define the polar radius R,
and the equatoria radius R, of the prolate spheroid. While the first
characterization is better suited to the coordinate system, the second is
moreintuitive, asit resembles the characterization of a sphere. The two are
bijectively related:

R,=acoshU; R,=asnhU; (C4

R R, +R
a= R -R; U= arctanh 2= logy=——. (C5)
Rl Rl_ R2

We now place a prolate spheroid into the field so that its polar (i.e., larger)
radius lies on the x-axis, and its center coincides with the origin of the
coordinate system. Again, we have x-axial symmetry, and by solving for ®
in a separable form

d(u, v) = G(H(v), (C.6)
Eq. C.2 becomes
G"(u) + cothu G’ (u) B H”(v) + cot vH'(v)
G ST HW (€

The left-hand side of Eq. C.7 is at any value of u equal to the right-hand
side at any value of v, which is only possible if they equal the same
constant, which we denote by K. This splits Eq. C.7 into two ordinary
differential equations
G"(u) + cothuG’(u) — KG(u) =0
(C.8)
H"(v) + cot vH'(v) + KH(v) =0

Far from the spheroid, the field is homogeneous and thus it follows from
Eq. C.3 that G(u) o« cosh u. Such G(u) is obtained from Eq. C.8 only if K =
2, and in that case

coshu+ 1
G(u) = C,coshu + C2<1 — cosh u logh coshu—l)'
(

C.9)
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1+ cosv
H(v) = Cycos v + C4(1 —Cosw '09\/1;)'

with C,, C,, Cg, C, constants, of which C, must be zero, since H(v) is
continuous and bounded on [0, 7], and therefore

(C.10)

H(v) = C; cos v. (C11)

We now join the functions given by Egs. C.9 and C.11 according to Eq. C.6
and get

®(u, v) = Acosh ucos v

coshu + 1
+ B{1— coshulog coshu — 1/%08 V- (C.12)

with A, B constants.

Since we treat the membrane as nonconductive, we proceed as de-
scribed in the Methods section, looking for the electric potential distribu-
tion inside and outside a homogeneous nonconductive prolate spheroid. Let
u = U describe the surface of the prolate spheroid. Both inside and outside
the spheroid, the electric potential distribution is given by afunction of the
general form of Eq. C.12, but with different values of A and B. We
therefore write

d(u, v)

r(I)i(u, v) = A cosh u cos v

coshu + 1 O=u=U
+ Bj| 1 — cosh ulog coshu —1/%087;

dy(u, v) = A, coshucos v

B(l Ul coshu + 1 ~U=u
k+ e cosnulog WCOSV,

(C.13)

Applying the conditions of continuity and an additional assumption that
o = 0, we get the constants in Eq. C.13,

Easech U

A=~ coshu = log(coth(U/2))sinh?U * (C.14)
Bi = O,
A.= —Eaq,

Ea
Be=— log(coth(U/2)) — coth U csch U *

With a nonconductive membrane surrounding a prolate spheroid, the
induced transmembrane voltage is the opposite of the electric potential at
the external surface of a homogeneous nonconductive spheroid of equal
shape and orientation. This gives

AdD(v) = —D(U, v)

Ea
~ cosh U — log(coth(U/2))sinh?U

cosv. (C.15)

To compare Eq. C.15 to its analog for a sphere given by Eq. 1, we must
express the remaining variable, the coordinate v, as a function of ¢. There
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is a bijective relation between the prolate spheroidal coordinates used in
this section and spherical coordinates (r, ¢, ¥) € R® used in Appendix B:

re¢
ur, @) = ER(arccoera );

. (C.16)
re¢
v(r, @) = *Ts(arccosh?>;
cosh2u + cos2v
ru,p) =a———5 (C17)

¢(u, v) = arctan(cosh u cos v, sinhu sin v).
Let U denote the surface of the prolate spheroid. There, r isrelated to ¢ as

RIR,
JRésine + Récosp

(@) = (C.18)

where R, isthe polar, and R, the equatorial radius of the spheroid. Inserting
this relation into Eq. C.16 and applying Eq. C.5, we can write the value of
v at the surface of AU as

RR,€¢

V(R — R)(Risin’e + Ricos’e) )|
(C.19)

v(@)|y, = | arccosh

After atrigonometric expansion of the complex termin Eg. C.19 and some
calculation, we obtain

(o) Rucose (C.20)
= arccos . !
i JRésin%p + Récos’p
It also follows from Eq. C.5 that
a
cosh U — log(coth(U/2))sinh?U
= R-R (C.21)
. R RAR-R
1

log
R-R R,

Introducing Egs. C.20 and C.21 into Eqg. C.15, we can now formulate in
spherical coordinates the transmembrane voltage induced on a prolate
spheroid

R-R R.Cos@
R R + \sRing\/RignszJngCOSZﬁD'

(C.22)

D. An oblate spheroidal cell

With an oblate spheroid placed into a homogeneous electric field with the
polar radius paralel to the electric field vector, we derive the spatia
distribution of the electric potentia in the oblate spheroidal coordinate
system {(u, v, 9) ER*:w=0,0=n =7 0= 9 < 27} with the
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coordinates defined by

X =asinhw cos 7,

y = acoshw sinn cos 9, (D.)

z=acoshwsinmsin 9,

where 2a is the distance between the foci.

For geometries with x-axial symmetry, the electric potential isindepen-
dent of ¥. We can then write ®(w, m) instead of ®(w, 1, 9), and the
Laplace's equation reads

RO anh b 9% . acb_o Do
W'f’ an WM‘FTT’Z'FCO n%— X ( )

The first such case is the electric potential distribution in uniform space.
This distribution, which we denote by ®, is linear, and for afield parallel
to the x-axis it can be written in oblate spheroidal coordinates as

Dy(w, m) = —Easinhw cosn (D.3)

As with a prolate spheroid, two parameters are needed to characterize an
oblate spheroid, and this can be accomplished either by defining the
distance a between the foci and the surface of the oblate spheroid (for the
chosen a) asw = W, or by the polar radius R, and the equatoria radius R,
of the oblate spheroid. The two characterizations are hijectively related:

R,=asnhW, R,=acoshW; (D.4)

R R +R
a= R-FR; W= arctanh = = logy/s——=. (D.5)
Rz RZ_Rl

We now place an oblate spheroid into the field so that its polar (i.e.,
smaller) radius lies on the x-axis, and its center coincides with the origin of
the coordinate system. Again, we have x-axial symmetry, and by solving
for @ in a separable form

D(w, m) = GW)H(m), (D.6)

Eq. D.2 becomes

G"(w) + tanhw G’ (w) 3
G(w) B

_ H"(n) + cot n H'(m)
H(n)

The left-hand side of Eq. D.7 is at any value of w equal to the right-hand
side at any value of 7, which is only possible if they equa the same
constant, which we denote by K. This splits Eq. D.7 into two ordinary
differential equations

G"(w) + tanhw G’'(w) — KG(w) = 0
{H"(n) + cotnH'(n) + KH(n) =0

(D.7)

(D.8)

Far from the spheroid, the field is homogeneous and thus it follows from
D.3 that G(w) o sinh w. Such G(w) is obtained from Eq. D.8 only if K =
2, and in that case

G(w) = C, snhw + C(snhwarccot(snhw) — 1).  (D.9)
i) — C o1 I 1+ cos n)
(n) =Czcosm+ Cy{1— cosnlog 1—cosn)
(D.10)

with C,, C,, Cs;, C, constants, of which C, must be zero, since H(n) is
continuous and bounded on [0, 7], and therefore

Kotnik and Miklav¢ic

H(n) = C;cosm. (D.11)
We now join the functions given by Egs. D.9 and D.11 according to Eq.
D.6 and get

®(w, n) = Asinhwcos 1

+B(sinhw arccot(sinhw) — 1)cosn.  (D.12)
with A, B constants.

Since we treat the membrane as nonconductive, we proceed as de-
scribed in the Methods section, looking for the electric potential distribu-
tion inside and outside a homogeneous nonconductive oblate spheroid. Let
w = W describe the surface of the oblate spheroid. Both inside and outside
the spheroid, the electric potential distribution is given by afunction of the
genera form (D.12), but with different values of A and B. We therefore
write

D(w, 1)

di(w, ) = A sinhwcosn O=w=W

+ B;(sinh w arccot(sinh w) — 1)cos n;

a d(w, n) = Acsinhwcosn W=w
+ Bg(sinh w arccot(sinh w) — 1)cos 7;
(D.13)

Applying the conditions of continuity and an additional assumption that
o, = 0, we get the constants in Eq.D.13,

B Eacsch W
A=- arccot(sinh W)cosh? W — sinh W’

B =0,
A.= —Ea,

(D.14)

Ea

Be =~ tanh Wsech W — arccot(sinh W) °

With a nonconductive membrane surrounding an oblate spheroid, the
induced transmembrane voltage is the opposite of the electric potential at
the external surface of a homogeneous nonconductive spheroid of equal
shape and orientation. This gives

Ad(n) = —D(W, 1)

Ea
~ arccot(sinh W)cosh? W — sinh W

cosm. (D.15)

To compare Eq. D.15 to its analog for a sphere given by Eq. 1, we must
express the remaining variable, the coordinate n), as a function of ¢. There
isahijective relation between the oblate spheroidal coordinates used in this
section and spherical coordinates (r, ¢, ¥) € R* used in Appendix B:

w(r, @) = fﬁ(arccosh ir:*°>;
(D.16)

T Shirew'
”r](r,(p)—i—d arccosh —— |
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__ [cosh2w — cos 27
r(w, ) = 3 5 ;

(D.17)
o(w, n) = arctan(sinh w cos 1, —cosh w sin 7).

Let W denote the surface of the oblate spheroid. There, r isrelated to ¢ as
RiR,

JRésinte + Récos?p’

(@) = (D.18)

where R, isthe larger, and R, the smaller radius of the spheroid. Inserting
thisrelation into Eq. D.16 and applying Eq. D.5, we can write the value of
m at the surface W' as

n(‘P)|‘W = %T
iR,R,E*
V(R — R)(RE sinfe + RE cos’ep)

After atrigonometric expansion of the complex term in Eq. D.19 and some
calculation, we obtain

— 3| arccosh

). (D.19)

) T ) R,cose
w = 5 — arcsin

NP = 3 R sinp + RS cose
R,cose

= arccos —— .
JR sinfe + RS cos’e

(D.20)

It aso follows from Eq. D.5 that

a
arccot(sinh W)cosh?W — sinh W
R — R
== . (D.2D)

2 arccot Ry -R
R - R R-r

Introducing Egs. D.20 and D.21 into Eqg. D.15, we can now formulate in
spherical coordinates the transmembrane voltage induced on an oblate
spheroid

Ad(p)

R.cos ¢
R JResinte + R cosp’
-

E:l
|
A,

(D.22)
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CHAPITRE 3

Résultats expérimentaux:
Electroperméabilisation par diverses impulsions

Ce chapitre est consacré a la presentation des résultats des expériences effectuées au
cours du travail de cette these. Chaque étude effectuée peut étre subdivisé en trois
parties: la determination du pourcentage de cellules €électroperméabilisées, de la quantité
des molécules exogeénes internalisées, et du pourcentage de cellules survivante, chaque
en fonction de l'amplitude des impulsions. Les résultats de ces études ont permis de
comparer l'efficacité d'électroperméabilisaiton obtenue avec des différents ensembles
des parametres des impulsions: le nombre, la durée et la forme des impulsions.

La Section 3.1 incorpore la description des matériels et des méthodes employés dans ces
études. Les Sous-sections de 3.1.1 a 3.1.5 traitent de la manipulation des cellules, de
l'exposition aux impulsions électriques, des méthodes d'évaluation du pourcentage de
cellules qui survivent au traitement, de la quantité moyenne de molécules internalisées
par cellule, et du pourcentage de cellules électroperméabilisées. La Sous-section 3.1.6
décrit le traitement statistique des données expérimentales.

Pour exposer des cellules aux impulsions a haut voltage d'une forme arbitraire, nous
avons développé un systeme se composant d'un générateur de fonctions programmable
commercial et d'un amplificateur bipolaire a haute fréquence et a haut voltage. Jusqu'ici,
un tel systéme n'était pas disponible dans le commerce, et dans la Section 3.1.2 nous
décrivons ce systeme un peu plus en détail.

La méthode la plus communément utilisée de détermination du pourcentage de cellules
¢électroperméabilisées est basée sur l'utilisaiton de l'iodure de propidium, un marqueur
fluorescent dont 1'émission de fluorescence est activée par la liaison a I'ADN cellulaire.
Cette méthode est bien établie, mais elle a trois désavantages en raison desquels les
résultats expérimentaux peuvent étre mal interprétés. Pour éliminer ces désavantages,
nous avons développé une nouvelle méthode basée sur la bléomycine, un agent
cytotoxique avec un taux tres faible de pénétration a travers la membrane cellulaire
intacte, mais avec une cytotoxicité trés é€levée s'il est internalisé. Cette derniere
méthode, ainsi qu'une comparaison détaillée des avantages et des désavantages des deux
méthodes, sont détaillées dans l'article qui forme I'essentiel de la Section 3.1.5.
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Dans la Section 3.2, nous décrivons les résultats de quatre groupes d'expériences, dans
lesquelles nous avons ¢tudié l'efficacité de 1'électroperméabilisation obtenue avec des
formes d'impulsions différentes. Dans le premier groupe d'expériences (Section 3.2.1),
nous avons comparé¢ l'efficacité¢ de quatre trains d'impulsions rectangulaires monophasi-
ques différents: une impulsion de 100 ps, huit impulsions de 100 ps délivrées a des
intervalles de 1 s (i.e., a une fréquence de répétition de 1 Hz), une 1 impulsion de 1 ms,
et huit impulsions de 1 ms délivrées a des intervalles de 1 s. Dans le deuxieme groupe
(Section 3.2.2), nous avons comparé¢ l'efficacité d'électroperméabilisation obtenue par
des impulsions rectangulaires monophasiques et celle obtenue par des impulsions
rectangulaires biphasiques symétriques de méme durée. Dans le troisieme groupe
(Section 3.2.3), les roles du temps d'¢lévation et du temps de chute ont été étudiés pour
une impulsion trapezoidale monophasique. Finalement, dans le quatrieme groupe
d'expériences (Section 3.2.4), nous avons compar¢ les effets obtenus par des impulsions
rectangulaires biphasiques, par des ondes sinusoidales, et par des ondes triangulaires.

Une discussion de ces résultats, et en particulier les conclusions tirées de ces résultats,
sont seulement signicatives si elles sont soutenues par les explications fournies par la
compréhension des mécanismes fondamentaux. Ainsi, une analyse détaillée des données
expérimentales est plus raisonnable si elle est basée sur la connaissance théorique, et la
synthése entre la théorie et les expériences constitue le sujet du Chapitre 4.

3.1 MATERIELS ET METHODES
3.1.1 Cellules

Nous avons utilisé des cellules DC-3F, une lignée cellulaire de fibroblastes de hamster
chinois spontanément transformeés (Biedler and Riehm, 1970), qui ont été cultivées en
monocouche a 37°C et avec 5% de CO; dans un incubateur (Universal Jacketed
Incubator, Forma Scientific, Etats-Unis d'Amérique). Les flacons de 150 cm® (TPP,
Suisse) ont €té employés pour la culture générale, et les boites de Pétri de 60 mm (TPP)
ont €té utilisées pour la évaluation de 1'éfficacité de clonage. Le milieu de culture était
compos¢ de milieu essentiel minimum de Eagle (EMEM 41090, Life Technologies,
Etats-Unis d'Amérique) complété par 10% de sérum de veau feetal (Life Technologies),
100 U/ml de penicilline (Sarbach/Solvay Pharma, Belgique) et 125 mg/ml de
streptomycine (Sarbach/Solvay Pharma).

3.1.2 Exposition aux impulsions électriques

Aprés la trypsination avec de la trypsine-EDTA (Life Technologies), les cellules ont
étés centrifugées pendant 5 min & 1000 rpm dans une centrifugeuse (C312, Jouan,
France) et resuspendues a 2x107 cellules/ml en milieu essentiel minimum de Spinner
(SMEM 21385, Life Technologies), qui est une modification sans calcium du EMEM.
Une goutte de 50 pl de la suspension de cellules a ¢été placée entre deux électrodes
plates d'acier inoxydable écartées de 2 millimétres, et des impulsions €lectriques ont été
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appliquées en utilisant le générateur d'impulsions. Pour le premier groupe d'expériences,
qui a servi a étudier les paramétres des trains d'impulsions rectangulaires monopha-
siques, nous avons employ¢ un ¢€lectropulsateur commercial (GHT 1287B, Jouan). Pour
les expériences suivantes, qui ont exigé d'autres formes d'impulsions, nous avons
construit un systéme composé d'un générateur de fonctions programmable (AFG 310,
Tektronix, Etats-Unis d'Amérique) et un amplificateur bipolaire a haute fréquence et a
haut voltage. Les impulsions ont étés transmises aux électrodes et observées sur
l'oscilloscope. L'installation expérimentale entiere est montrée schématiquement dans la

Fig. 26.

"
ELECTRODES
ETAGE DU ETAGE DU
NOMBRE AMPLITUDE O VOLTAGE COURANT O
D'IMPULSIONS FREQUENCE O
| et
FORME | F/I\_,I_o
R —o NEUTRALISATEUR
— n,—o DU COURANT DE FUITE OSCILLOSCOPE
GENERATEUR DE FONCTIONS AMPLIFICATEUR
PROGRAMMABLE BIPOLAIRE

Figure 26

3.1.3 Détermination de la survie des cellules

Le pourcentage de cellules survivantes a été¢ déterminé par l'efficacité de clonage. Dans
cette méthode la viabilité est définie par la capacité de chacune des cellules vivantes a
se multiplier et a former des colonies aprés quelques jours de culture. Les cellules ont
été¢ ¢électropulsées en suspension, dans les conditions décrites ci-dessus. Apres la
pulsation, les cellules ont été incubées pendant 10 min a température ambiante et
resuspendues dans du SMEM. Aprés 30 min additionnelles, les cellules ont été transfé-
rées dans le milieu de culture (voir la Section 3.1.1) et cultivées pendant 5 jours dans les
boites de Pétri. Les cellules ont alors été fixées avec du méthanol 100% (Carlo Erba
Reagenti, Italie) et les colonies ont étés colorées avec du cristal violet 1% (Sigma, Etats-
Unis d'Amérique). Les colonies ont étés comptées sous un photomicroscope (Leica,
Allemagne) et leur nombre a été comparé a celui du témoin absolu (les cellules non
pulsées) pour obtenir le pourcentage de cellules survivantes.

3.1.4 Détermination de l'internalisation de molécules exogénes

Le transport de molécules exogénes a travers la membrane a été¢ déterminée par
l'internalisation du lucifer jaune (Lucifer Yellow — LY, Sigma). Avant la pulsation des
cellules, le LY a été ajouté a la suspension en quantité adéquate pour obtenir une
concentration finale de 1 mM. Apres la pulsation, les cellules ont été incubées pendant
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10 min a température ambiante et resuspendues dans du SMEM. Le LY externe a été
lavé par deux centrifugations et deux resuspensions consécutives dans du PBS. Ensuite,
les cellules ont été lysées par ultrasonication dans 1 ml de PBS (Sonifier 250, Branson,
Etats-Unis d'Amérique) et la fluorescence a été mesurée a l'aide d'un spectrofluorimetre
(SFM 25, BioTek Kontron, France). L'excitation a été effectuée a la longueur d'onde de
418 nm et 1'émission a été détectée a 525 nm. Une courbe de calibrage a été obtenue par
régression linéaire des fluorescences des cuvettes de calibrage contenant 10 nM, 100
nM, et 1 uM de LY, et les concentrations de LY dans les échantillons ont été lues sur
cette courbe.

3.1.5 Détermination de 1'électroperméabilisation des cellules - ARTICLE 5
Evaluation of cell membrane electropermeabilization
by means of a nonpermeant cytotoxic agent
[Evaluation de 1'électroperméabilisation de la membrane cellulaire
par un agent cytotoxique non perméant]

Publié dans Biotechniques 28: 921-926, 2000

Sommaire: Pour 1'évaluation du pourcentage de cellules électroperméabilisées, les
cellules sont habituellement exposées aux impulsions électriques en présence d'iodure
de propidium, un colorant fluorescent dont I'émission de fluorescence est activée par la
liaison a I'ADN cellulaire. Le pourcentage de cellules perméabilisées est alors déterminé
en utilisant un cytometre de flux. Cette méthode, largement utilisée, a plusieurs
désavantages: (i) un choix arbitraire de l'intensit¢ minimale de fluorescence pour la
discrimination entre les cellules perméabilisées et les cellules non perméabilisées;
(i1) l'incapacité de détecter les cellules désagrégées en raison de 1'électroperméabilisa-
tion; et (iil) la fausse détection des fantdmes cellulaires exempts de fluorescence en
raison de la perte de 'ADN provoquée par 1'¢électroperméabilisation. Nous présentons
une méthode simple et peu coliteuse qui élimine ces désavantages. Cette méthode est
basée sur l'utilisation d'un agent cytotoxique qui ne peut pas diffuser a travers une
membrane plasmique intacte et mene ainsi a la mort sélective des cellules
¢lectroperméabilisées. La quantité de cellules non perméabilisées est donc déterminée
par un essai approprié de viabilité. La bléomycine a une concentration de 5 nM ne cause
aucun effet statistiquement significatif sur la survie des cellules en absence d'impulsions
¢lectriques, alors que cette concentration est suffisante pour causer la mort de toutes les
cellules électroperméabilisées. La quantité de cellules qui survivent a l'exposition
par rapport au témoin donne une valeur crédible du pourcentage de cellules non
perméabilisées.
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Evaluation of Cell
Membrane Electro-

per meabilization by

M eans of a Nonper meant
Cytotoxic Agent

BioTechniques 28:921-926 (May 2000)

ABSTRACT

For the evaluation of cell membrane
electropermeabilization, cells are usually
exposed to electric pulsesin the presence of
propidiumiodide, a fluorescent dye activat-
ed by binding to cellular DNA. The fraction
of permeabilized cells is then determined
using a flow cytometer. This widely estab-
lished method has several drawbacks: (i) an
arbitrary choice of minimum fluorescence
intensity for characterization of permeabi-
lized cells; (ii) the inability to detect cells
disintegrated because of intense el ectroper -
meabilization; and (iii) false detection of
cellular ghosts devoid of fluorescence be-
cause of leakage of DNA caused by elec-
tropermeabilization. Here, we present a
simple and inexpensive method that elimi-
nates these drawbacks. The method is based
on the use of a cytotoxic agent that cannot
permeate through an intact plasma mem-
brane and thus leads to selective death of
the electropermeabilized cells. The amount
of nonpermeabilized cells is then deter-
mined by a suitable viability test. Bleomycin
at a 5-nM concentration causes no statisti-
cally significant effect on cell survival inthe
absence of electric pulses, yet this concen-
tration is sufficient for lethal toxicity in
electropermeabilized cells. The amount of
cells surviving the exposure relative to the
control givesareliable value of the fraction
of nonpermeabilized cells.

INTRODUCTION

Exposing cellsto electric pulses can
render their plasma membranes perme-
able to otherwise nonpermeant mole-
cules. This phenomenon, referred to as
membrane  electropermeabilization
(sometimes called electroporation), de-
pends on the number of pulses deliv-
ered, pulse duration and pulse ampli-
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tude. With these parameters properly
chosen, electropermeabilization is re-
versible, and the cells return to their
normal physiologica state. Internaliza-
tion of various molecules using this
method has found applicationsin oncol-
ogy (9), genetics (11), immunology (7)
and cell biology (4).

Before the method isroutinely used,
pulse parameters for the best possible
yield of reversible permeabilization
have to be determined. In general, with
agiven number and duration of pulses,
pulse amplitudesthat are too low do not
lead to permeabilization at all, while
amplitudes that are too high |ead most-
ly to irreversible permeabilization and
therefore to cell death. Quantitatively,
this can be characterized by two pulse
amplitudes, as shown in Figure 1—the
first leading to permeabilization of 50%
of the cell population (Psgo,) and the
second |leading to death of 50% of the
cell population (Dsgoy)-

D5, is determined by the viability
of the cells exposed to electric pulses,
this is easily assessed either by their
cloning efficiency (13) or by an MTT
assay (5). Psgy, is usualy evaluated
through the uptake of propidium io-
dide, a fluorescent dye activated by
binding to DNA (2). Other dyes some-
times used for this purpose include try-
pan blue (14) and lucifer yellow (6).
The latter two methods, however, have
considerable weaknesses. Namely, try-
pan blue is a stain actively excluded
from living cells, and the process of ex-
clusion depends on the level of cellular
ATP. Since the latter is perturbed by
electropermeabilization, this biases a
quantitative evaluation. Lucifer yellow
fluoresces both inside and outside the
cell, and thus the cell suspension hasto
be washed and centrifuged two or three
consecutive times before the measure-
ment. Because the centrifugations are
performed immediately after electrop-
ermeabilization, this might lead to the
death of certain cells that would other-
wise survive the treatment.

Because propidium iodide binds to
cellular DNA, it remainsin the cell once
internalized. In addition, propidium io-
dide only fluoresces when internalized,
and thus no washing of the cell suspen-
sion after the exposureto electric pulses
is required. The percentage of perme-
abilized cells is then efficiently mea-

sured on aflow cytometer (12). Because
of this, the propidium iodide method is
widely established today. However, de-
spite its advantages over the aternative
methods, it has three substantial draw-
backs (Figure 2): (i) though various
calibrations can be performed, the mini-
mum fluorescence intensity for charac-
terization of electropermeabilized cells
is largely chosen arbitrarily; (ii) the
cells that disintegrated because of in-
tense el ectropermeabilization cannot be
detected, which biases the calculated
percentage of electropermeabilized
cells; and (iii) the cellular ghosts that
are devoid of fluorescence because of
leakage of DNA caused by e ectroper-
meabilization are incorrectly detected
as nonpermeabilized cells.

Here, we present asimple and inex-
pensive method that eliminates the
drawbacks of the propidium iodide
method. Exposure to electric pulsesin
the presence of bleomycin, a cytotoxic
agent that cannot permeate through an
intact plasma membrane (10), leads to
selective death of the electropermeabi-
lized cells, and the surviva is deter-
mined by the cloning efficiency. In the
absence of electric pulses, a5-nM con-
centration of bleomycin causes no sta-
tistically significant effect on cell sur-
vival, yet this concentration is sufficient
for lethal toxicity in electropermeabi-
lized cells. The cloning efficiency nor-
malized to the control gives areliable
value of the fraction of nonpermeabi-

A cells [%)]
100+ )
50_, .......
pulse
0 amplitude
0 Pswi  Dson g

Figure 1. Electroper meabilization (solid) and
cell death (dashed) as functions of electric
pulse amplitude (a hypothetical situation).
Pulse amplitude is best evaluated as the voltage-
to-distance ratio. We denote the pulse amplitudes
corresponding to 50% values on the two curves
as the Pggo, and Dggy. If permesbilization is as-
sumed to be the only reason for cell death, re-
versibly permeabilized cells occupy the entire
area between the two curves (hatched).
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lized cells. By subtracting this value
from 100% at each pulse amplitude,
one obtainsthe cell permeabilization as
a function of the pulse amplitude. As
with the propidium iodide method,
Ps095, Can then be assessed by nonlinear
regression of the experimental data.

MATERIALSAND METHODS

Cdls

DC3F cdlls, aline of spontaneously
transformed Chinese hamster fibrob-
lasts (3), were grown in monolayers at
37°C and 5% CO, in aUniversal Jack-
eted Incubator (Forma Scientific, Mari-
etta, OH, USA). Flasks (150 cm?) were
used for genera cultivation, and 60-
mm petri dishes were used for cloning
efficiency assays (both from TPPR
Trasadingen, Switzerland). The culture
medium consisted of Eagle minimum
essential medium (EMEM) 41090 sup-
plemented with 10% fetal bovine
serum (both from Life Technologies,
Rockville, MD, USA), 100 U/mL peni-
cillin and 125 pg/mL streptomycin
(both from Sarbach/Solvay Pharma,
Brussels, Belgium).

Exposureto Electric Pulses

After trypsination with trypsin-
EDTA (Life Technologies), cells were
centrifuged for 5 min at 1000 rpmin a
C312 centrifuge (Jouan, Saint
Herblain, France) and resuspended at 2
x 107 cells/mL in Spinner minimum es-
sential medium (SMEM) 21385; (Life
Technologies), which is a calcium-de-
pleted modification of EMEM. A 50-
uL droplet of the cell suspension was
placed between two flat stainless steel
electrodes 2 mm apart, and monophasic
rectangular electric pulses were then
applied with a GHT 1287B electropul-
sator (Jouan).

Determination of Electroper meabi-
lization with Propidium lodide

Before the exposure to dectric puls-
es, propidium iodide was added to the
suspension in the amount leading to
100-uM propidium iodide concentra
tion. After the exposure, cells were in-
cubated for 10 min and resuspended in
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PBS(Life Technologies). A FACSort™
flow cytometer (Becton Dickinson,
Franklin Lakes, NJ, USA) was used to
assess the percentage of permesabilized
cells (Figure 2). Excitation was set at
488-nm wavelength and emission was
detected at 640 nm.

Deter mination of Electr oper meabi-
lization with Bleomycin

Before the exposure to electric puls-
es, bleomycin (Laboratoires Roger Bel-
lon, France) was added to the suspen-
sion in the amount leading to a 5-nM
bleomycin concentration. After the ex-
posure, cellswereincubated for 10 min
at room temperature and then resus-
pended in SMEM. After an additional
30 min, cellswere diluted in the culture
medium to 100 cell¥mL, and 4 mL sus-
pension were transferred into each 60-
mm petri dish where the cells were
grown for five days. Cells were then
fixed by a 15-min exposure to 100%
ethanol (Carlo Erba Reagenti, Milan,
Italy) and stained for 15 min with 1%
crystal violet (Sigma). Clone colonies
were counted and normalized to the

Figure 2. An example of a flow cytometer plot
in the evaluation of electropermeabilization
with the propidium iodide method. The x-axis
gives the forward scattering (reflecting the size)
of the analyzed particle (FSC-H), and the y-axis
gives its fluorescence (FL2-H); both arein arbi-
trary units. Above the horizontal limiter, the par-
ticles have sufficient fluorescence to qualify as
permeabilized, while to the right of the vertical
limiter, the particles are large enough to qualify
as cells. Debris of the cells disintegrated by in-
tense permeabilization is mostly found in the
thick cloud in the top left quadrant, and the
ghosts devoid of DNA are in the bottom right
quadrant. The measurement shown above was
obtained with one monophasic rectangular pulse
of 1-msduration and 1200 V/cm amplitude.

control (no pulses) to get the percent-
age of cells surviving the exposure to
electric pulsesin suspension with 5nM
bleomycin. By subtracting this percent-
age from 100%, the percentage of per-
meabilized cellswas obtained.

Treatment of Experimental Data

All experiments were repeated three
times at intervals of several days or
more. For each experimental point,
mean and standard deviation (N-1)
were determined. Using nonlinear re-
gression, the data obtained by the pro-
pidium iodide method were fitted to a
four-parameter sigmoid curve

Ymax—Ymin

qu y(X) :yMIN+ j +exp ZXC_XVB

where x is the pulse amplitude, y is the
percentage of permeabilized cdlls,
while X., Yy Yuax @nd b are the four
parameters determining the shape of
the sigmoid curve. Similarly, the data
obtained by the bleomycin method
were fitted to a two-parameter sigmoid
curve

100%
Trexp[(x:-X)/b]

with x and y as above, and Xx. =
Psqgos(bleomycin) and b the two para-
meters of the sigmoid curve. The use of
atwo-parameter sigmoid curve isjusti-
fied by the fact that the bleomycin
curves aways span from 0%—100%.
Furthermore, the parameters obtained
by fitting the same data to both sigmoid
curves differ only insignificantly (e.g.,
the values of Pgqy, differ by less than
one part in ahundred).

Ea.2  y(¥=

RESULTS

Cell membrane el ectropermesbiliza-
tion as assessed by the propidium io-
dide method and by the bleomycin
method was determined for monopha-
sic rectangular pulses with four typical
sets of parameters. one 100-us pulse,
one 1-ms pulse, eight 100-us pulses
with 1-Hz repetition frequency and
eight 1-ms pulses with 1-Hz repetition
frequency. Figure 3 shows the results of
these measurements.

Vol. 28, No. 5 (2000)
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DISCUSSION

The bleomycin method introduced in
this paper has several advantages com-
pared with the established propidium io-
dide method. The first of these advan-
tages is shown in Figure 3, where the
bleomycin (“BLM”) curve spans from
0%-100%, as expected, while the pro-
pidiumiodide (“Pl") curve dways starts
above 0% and often ends below 100%.
Thereasonsfor these differences are ex-
plained in the following paragraphs.

0% Minimum of the Bleomycin
Method

It must be stressed that the 0% mini-
mum of the bleomycin curvesis not a
biased artifact introduced by calcula-
tion. Without electric pulses, the viabil-
ity of the cellsis not affected even after
an 18-hincubation in a culture medium
containing 7000-nM bleomycin con-
centration (1). Likewise, the differen-
ces between the cloning efficiency of
nonpulsed cells kept in pure suspension
and of nonpulsed cells exposed to 5 nM
bleomycin for the time of the experi-
ment are statistically insignificant (data
not shown). With no exposure to elec-
tric pulses, the 5-nM bleomycin meth-
od gives 0% electropermeabilization,
as expected.

Above-0% Minimum of the
Propidium lodide Method

Cell suspensions necessarily contain
a certain fraction of dead cells, essen-
tially due to stress suffered in the han-
dling during the experimental proce-
dure. Since they are not killed by
electric pulses, they should be omitted
from the evaluation of both cell perme-
abilization and cell death caused by
electric pulses. The bleomycin method
excludes these cells automatically be-
cause they represent the same fraction
in the control as in the assays where
pulses are delivered. In the propidium
iodide method, those dead cells that
have not yet disintegrated fluoresce and
appear as electropermeabilized. This
inevitably gives an above-zero fraction
of electropermeabilized cells in every
assay including the control, though
electropermesabilization obvioudy can-
not occur if no pulses are delivered.
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The propidium iodide curve is often
scaled to start at 0% by subtracting the
number of cells detected as permeabi-
lized in the control from those detected
as permeabilized in each assay. This
approach can nevertheless be ques
tioned, asitsresults depend on the cho-
sen value of the minimum fluorescence
of electropermeabilization (Figure 2).

100% Maximum of the Bleomycin
Method

The bleomycin curve always reach-
es 100%, which implies that all the
cells are electropermeabilized at the
corresponding pulse amplitude. Thisis
also supported by the fact that the
100% values are reached at pulse am-
plitudes significantly below those
found to cause 100% cell killing in the
medium with no bleomycin (8). It must
be noted that for cell lines with an ele-
vated ability of DNA repair, 5 nM

bleomycin might not suffice for the
death of al electropermeabilized cells.
This would result in a below-100%
maximum of the bleomycin curve. In
these cases, the lowest concentration of
bleomycin that yields a 100% maxi-
mum should first be determined, and
this concentration should be used for a
fully functional method.

Below-100% Maximum of the
Propidium lodide M ethod

Even at very high pulse amplitudes,
the bottom right quadrant of the flow
cytometer plot often contains a certain
number of particles. These are most
probably cellular ghosts devoid of
DNA (and thus of fluorescence), which
can betheremnants of intensively elec-
tropermeabilized cells. Unlike the
bleomycin curve, the propidium iodide
curve often does not reach 100%,
which does not reflect thereality.
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£ P (Pl) = 1362 Viem =
a 80F p_ BLm) =1288 Viem 2 80
8 8
L I SO L I <,
g Ty § )
g ol .- 2 P 1 Peu(Pl) =868 Viom
- . . D Pan(BLM) = 768 Viom
06 - . 0% e :
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
U/d [Viem] Uid [Vicm]
1x1000 us 8x1000 pys
100 ....................
<3 £
@ @ 80
8 8
-l IS O
o] <1
g el
8 1 Poosc{Ph) = 810 V/em 2 5 B & Poon(Ph) = 879 Viem
R Pyow(BLM) = 771 Viem O ’ Py (BLM) = 633 Viem
0o i , 0 P L
0 200 400 600 800 100D 1200 1400 1600 1800 2000 0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
Uid [Viem] Uld [Vicm]

Figure 3. Electroper meabilization as a function of pulse amplitude deter mined by the bleomycin
(BLM) method (¢) and by the prodium iodide (Pl) method (). The symbols denote the means, and
the error bars are the standard deviations. In each graph, a two-parameter sigmoid curve is fitted to
bleomycin data (solid), and a four-parameter sigmoid curve is fitted to propidium iodide data (dashed).
For both methods, the sigmoid curves define the corresponding val ues of Ps,, Which are also displayed.
Cell death caused by the pulses alone (i.e., in the absence of bleomycin) only became detectable above
1600 V/cm at 1 x 100-ps pulse, above 1200 V/cm at 8 x 100-ps and 1 x 1000-us pulses and above 600
V/cm at 8 x 1000-us pulses (data not shown). With the exception of the last, these pulse amplitudes are

far above the respective Py, values.
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Other Features of the Bleomycin
Method

The second advantage of the bleo-
mycin method is correct detection of
cells disintegrated because of intensive
electropermeabilization. The bleomy-
cin method determines cell survival,
and the disintegrated cells are evidently
included along with the other dead
cells. In contrast, the propidium iodide
method detects the disintegrated cells
inthe debrisin the top left quadrant. To
classify them correctly as permeabi-
lized cells, the number of cells would
have to be reconstructed out of the
number of debris particles, which is
clearly an impossible task.

The third advantage of the bleo-
mycin method is that it needs no arbi-
trarily chosen limit for the classification
of permeabilized cells. With the propid-
ium iodide method, the lower limit of
fluorescence intensity must be chosen

manually, and an appropriate choice is
based entirely on experience. In addi-
tion, fluorescence can be affected by the
experimental conditions and can aso
differ between cell lines. The effect of
the manual choice of the fluorescence
limit isdemonstrated in Figure 3, where
the Psqo, Values given by the propidium
iodide method are invariably higher
than the ones provided by the bleomy-
cin method. If alower value of thelimit-
ing fluorescence is chosen, the propidi-
umiodide curves are shifted to theright.

The bleomycin method successfully
eliminates these drawbacks of the pro-
pidium iodide method, but the latter
method still has its merits. First, based
on the fluorescence intensity, the pro-
pidium iodide method gives an insight
into the distribution of the uptake
among the cell population (Figure 2).
Second, when the results have to be ob-
tained very rapidly, the propidium io-
dide method only takes hours, whilethe

cloning efficiency determination in the
bleomycin method requires five days.

Finally, the fourth advantage of the
bleomycin method liesin its affordabil -
ity. No sophisticated equipment is
needed, and a single package of bleo-
mycin, if properly repacked and stored
(e.g., frozen), can last for thousands of
experiments.
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3.1.6 Traitement statistique des données expérimentales

Toutes les expériences ont été répétées trois fois a des intervalles de plusieurs jours. La
température et I'humidité de 1'air ont été controlées. Pour chaque point expérimental, la
moyenne et I'écart type des trois répétitions de la méme expérience ont ét¢ déterminés.

En utilisant une régression non-linéaire, les données d'électroperméabilisation et de
survie ont ét¢ adaptées a des courbes sigmoidales a deux parametres

_ 100%
y(x) = :
1+exp[(x. —x)/b]

Pour les données d'¢lectroperméabilisation, x représente I'amplitude de 1'impulsion, y le
pourcentage de cellules perméabilisées, xc 1'amplitude de l'impulsion qui meéne a la
perméabilisation de 50% des cellules (Psgo), et b la pente de la courbe sigmoidale.

Pour les données de survie, x représente I'amplitude de 1'impulsion, y le pourcentage de
cellules survivantes, xc l'amplitude de l'impulsion qui mene a la mort de 50% des
cellules (Dsoo), et b détermine la pente de la courbe sigmoidale.

Les variations de Psgo, et de Dsg, ont été déterminées comme les écart types des trois
valeurs de Psg, et de Dso, obtenues par des régressions séparées de chacune des trois
répétitions de l'expérience.

3.2 RESULTATS

3.2.1 Amplitude, durée, et nombre d'impulsions

Le role de l'amplitude, de la durée, et du nombre d'impulsions rectangulaires dans
l'efficacité de 1'é¢lectroperméabilisation ont étés étudiés en détail par plusieurs auteurs
(Rols et Teissié, 1990a; Wolf et al., 1994; Macek-Lebar et al., 1998; Rols et Teissié,
1998a). Dans notre étude, la recherche sur ces parametres a servi principalement a
valider notre protocole expérimental et a déterminer les conditions optimales pour des
expériences ultérieures. Quatre combinaisons différentes de la durée d'impulsion et du
nombre d'impulsions ont été employées, comme illustré dans la Fig. 27: une impulsion
de 100 ps, un train de huit impulsions de 100 ps delivrées a des intervalles de 1 s (i.e., a
fréquence de répétition de 1 Hz), une impulsion de 1 ms, et un train de huit impulsions
de 1 ms delivrées a des intervalles de 1 s. Pour chaque combinaison, l'électroper-
méabilisation, la survie, et l'internalisation ont ét¢ déterminées pour dix amplitudes
d'impulsions:1 0, 400, 600, 800, 1000, 1200, 1400, 1600, 1800, et 2000 V/cm. Les Figs.
28, 29, 30 et 31 montrent ces résultats, chaque figure donnant la survie et la
perméabilisation dans le graphique du haut, et la concentration intracellulaire de LY
dans le graphique du bas. Psgq, et Dsge, ont été¢ définis dans la Section 3.1.6.

! Dans toute cette these, 1'amplitude d'impulsion est donnée par le rapport du voltage d'impulsion (U) et de la distance
entre les électrodes (d). Pour des électrodes plates paralléles, ce rapport sert d'estimation fiable du champ électrique.



114

RESULTATS EXPERIMENTAUX

Ch. 1T

Comme ces résultats le montrent, avec
huit impulsions il y a un pic prononcé
dans la courbe d'internalisation du LY,
alors qu'un tel pic n'est pas présent quand
une seule impulsion est délivrée. Pour le
train de huit impulsions, le pic de LY

\

correspond étroitement a l'intersection

entre les courbes de perméabilisation et
de

diminution de la quantité de molécules

survie. Cecit 1implique que la
internalisées avec l'augmentation des
amplitudes des impulsions au-dela du pic
est le résultat de la perméabilisation
irréversible des cellules.” Comme le train
de huit impulsions rectangulaires mono-
phasiques de 1 ms se caractérise par le
pic le plus pointu, ce train d'impulsions a

¢té choisi comme norme pour les études
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sur l'efficacités des autres formes d'impulsion

qui ont été ¢tudiées ensuite et qui sont décrites ci-dessous.
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% A la différence de liodure de propidium qui est lié¢ a I'ADN et ainsi confiné a l'intérieur des cellules quelque soit
I'état final de la membrane, le LY est libre de quitter la cellule si la membrane reste perméabilisée.
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3.2.2 Impulsions rectangulaires monophasiques et biphasiques

Pour comparer l'efficacité des impulsions rectangulaires monophasiques et des
impulsions rectangulaires biphasiques symétriques, nous avons divisé les cellules en
trois groupes. Dans le premier groupe, nous avons appliqué un train de huit impulsions
monophasiques de 1 ms (Fig. 32, en haut).” Le deuxiéme groupe a été exposé & un train
de huit impulsions biphasiques symétriques de 1 ms, i.e., dans chaque impulsion la
phase positive de 500 us a été suivie par une phase négative de 500 us de méme
amplitude (Fig. 32, au milieu). Pour le troisicme groupe, on a utilisé un train de quatre
impulsions biphasiques symétriques de 2 ms, chacun se composant d'une phase positive
de 1 ms et d'une phase négative de 1 ms de méme amplitude (Fig. 32, en bas). Pour
chaque combinaison, l'électroperméabilisation, la survie, et l'internalisation ont été
déterminées pour des amplitudes d'impulsion de 0, 200, 400, 600, 800, 1000, 1200, et
1400 V/em. Les résultats de ces expériences sont montrés dans les Figs. 33, 34 et 35.

Comme les figures le montrent, aucune différence statistiquement significative n'a été
détectée entre les courbes de survie obtenues par les trois protocoles. D'autre part, avec
les deux protocoles biphasiques, les courbes de perméabilisation ont été¢ décalées vers

3 Cette expérience a déja été faite avec l'electropulsateur Jouan (Section 3.2.1), mais pour l'uniformité avec les autres
expériences de ce groupe, elle a été refaite en utilisant la combinaison du générateur de fonctions Tektronix et de
l'amplificateur de haut voltage. Comme les Figs. 30 et 31 en témoignent, les différences entre les courbes obtenues
par les deux installations étaient dans la marge des écarts types. Les différences entre les impulsions rectangulaires
produites par les deux appareillages étaient trés faibles: 'amplitude était stable et contrdlée dans les deux cas, alors
que le temps de montée des impulsions du Jouan était de 2.8 ps par rapport a 1.9 ps pour la combinaison Tektronix -
amplificateur de haut voltage. Comme cela est décrit dans la Section 3.2.3, une telle différence dans le temps de
montée ne peut pas affecter l'efficacité de 1'électroperméabilisation.
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des voltages plus bas. Dans les deux cas, le décalage observé était statistiquement
significatif, avec une evaluation quantitative donnée par la comparaison des valeurs de
Psoe,. La différence était encore plus prononcée pour l'internalisation du LY, pour
laquelle a l'amplitude d'impulsion de 800 V/cm (correspondant a la fluorescence
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maximale) la concentration intracellulaire de LY était accrue de plus de 20% avec les
impulsions biphasiques par rapport aux impulsions monophasiques (p <0.005).

La comparaison des résultats obtenus par les deux trains biphasiques montre que
l'efficacit¢ de ces deux trains par rapport a I'électroperméabilisation, la survie, et
l'internalisation ont été trés similaires.

3.2.3 Temps de montée et temps de descente de I'impulsion

Pour l'analyse du role hypothétique du temps de montée et du temps de descente de
I'impulsion dans 1'¢lectropermeéabilisation, nous avons divisé les cellules en trois
groupes. Pour tous les groupes, un train de huit impulsions trapézoidales
monophasiques symétriques a été appliqué, chaque impulsion ayant une durée de 1 ms
au niveau de sa valeur maximale (i.e., de l'amplitude d'impulsion). Dans le premier
groupe, le temps de montée et le temps de descente étaient de 2 us, alors que dans le
deuxiéme et troisieme groupe ils étaient respectivement de 10 pus et de 100 us (i.e., avec
des durées totales respectivement de 1004 ps, 1020 us et 1200 ps). Comme les Figs. 36
et 37 le montrent, la survie et la perméabilisation en fonction de l'amplitude des
impulsions se sont révelées d'€tre tres similaires dans chacun des trois groupes.
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3.2.4 Forme de I'impulsion

Pour étudier leffet de la forme de [Il'impulsion sur lefficacité de
I'¢lectroperméabilisation, nous avons constitu¢, de nouveau, trois groupes de cellules.
Un train de huit impulsions, chaque impulsion ayant une durée totale de 1 ms, a ¢été
utilisé. Dans le premier groupe, l'impulsion était une onde triangulaire biphasique
symétrique d'une durée de 1 ms, ce qui correspond a la fréquence de 1'onde triangulaire
de 1 kHz (Fig. 38, en haut). Dans le deuxi¢éme groupe, l'impulsion était une onde
sinusoidale biphasique symétrique d'une durée de 1 ms, ce qui correspond a la
fréquence de I'onde sinusoidale de 1 kHz (Fig. 38, au milieu). Dans le troisiéme groupe,
chaque impulsion était composée de dix ondes sinusoidales continues, la durée totale de
I'impulsion étant de 1 ms, ce qui correspond a la fréquence de 1'ondulation sinusoidale
de 10 kHz (Fig. 38, en bas). Les Figs. 39 et 40 montrent la survie et la perméabilisation
en fonction de I'amplitude des impulsions pour ces trois groupes.



118

RESULTATS EXPERIMENTAUX

Ch. 1T

cellules survivantes [%)]

AU/

1 1001
0 1000

1001

1000

U/d

Figure 38

S

100 2

2

80t ) . =

—O— 1kHz triangulaire 2

60 | (Dype =956 £39 V/em) \g

-O-1kHz sinusoidale 5

40T (D, = 850 £13 V/cm) &

oo}

20 | @+ 10kHz sinusoidale =

(Dyy5, = 926 £68 V/cm) =

0 ' ‘ : : —== O 8
0 200 400 600 800 1000 1200 1400

Uld [V/em]
Figure 39

100

80

=3

40 f

N

8000

8 x 1 kHz triangulaire

8001

t[ms]

8 X 1 kHz sinusoidale

8001
t[ms]

8 x 10 kHz sinusoidale

| -<>- 1 kHz sinusoidale

—<>; 1 kHz tri;mguiairo '
(P, = 776 £30 V/cm)

(P, = 688 £65 V/em

-4 10 kHz sinuso’l’(lnlc':,'l
(P, = 650 £14 V/cm)

0

600 800 1000 1200 1400
Uld [V/em]

Figure 40

200 400



CHAPITRE 4

Discussion

4.1 IMPLICATIONS DES CALCULS THEORIQUES

Dans la Section 1.2.2, nous avons discuté les m¢érites et les limitations de la théorie
classique du voltage transmembranaire induit. Dans les Sections 2.1 a 2.4, nous avons
développé les outils théoriques qui permettent d'analyser le voltage transmembranaire
induit dans certaines situations qui ne peuvent pas étre abordées correctement par la
théorie classique. Dans cette section, nous définissons ces situations et nous élaborons
davantage les implications des résultats obtenus a l'aide des méthodes théoriques
développées.

4.1.1 Les roles de la conductivité du milieu et de la durée d'impulsion

Comme l'analyse dans la Section 2.1 le montre, pour des cellules en suspension dans
des milieux avec une conductivité électrique supérieure a 0.01 S/m, le voltage
transmembranaire induit calculé par 1'équation statique de Schwan (Section 1.2.2.1)
différe au maximum de quelques pour cents par rapport a 1'équation qui prend en
considération la conductivit¢ non nulle de la membrane (Section 2.1, eq. 2 dans
I'Article 1). Aussi, pour des milieux avec une conductivité¢ au-dessus de 0.01 S/m, la
constante de temps de l'induction est toujours inférieure a 10 pus. Par conséquent, pour
les conditions expérimentales dans lesquelles I'électroperméabilisation est typiquement
exécutée,' les prévisions données par 1'équation statique de Schwan sont suffisamment
précises pour tous les objectifs pratiques.

Tandis que I'équation statique de Schwan est ainsi valide pour 1'évaluation du voltage
transmembranaire induit au cours de 1'électroperméabilisation, elle n'est pas applicable
aux expériences exécutées dans des milieux de basse conductivité, en particulier lors
des expériences d'électrorotation et de di€lectrophorése. Les milieux typiquement
utilisés pour ces expériences ont des conductivités de 0.005 a 0.05 S/m (Fuhr et al.,
1986; Gascoyne et al., 1995), et comme ces expériences utilisent des fréquences dans la

' Ceci s'applique a I'électroperméabilisation exécutée dans les milieux "physiologiques", pour lesquels la conductivité
est dans la gamme de 1.2 a 1.8 S/m, aussi bien que dans des milieux tamponnés avec des conductivités typiques dans
la gamme 0.1-0.3 S/m, telles que, par exemple, le milieu employé par Teissié et ses collaborateurs (Rols et Teissié,
1990a; Rols et Teissié, 1993; Rols et Teissié, 1998a). Néanmoins, il ne s'applique pas a certaines des méthodes moins
typiques d'électroperméabilisation, telles que la méthode employant les impulsions d'une durée de quelques dizaines
de nanosecondes (Schoenbach et al., 1997).

119
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gamme du MHz, la durée pendant laquelle le champ ¢€lectrique maintient sa polarité est
plus courte que 1 ps. Pour ces cas, le modele présenté dans la Section 2.1 (egs. 2 et 3
dans I'Article 1) donne des évaluations précises pour les fréquences jusqu'a quelques
dizaines de MHz. Pour des calculs valides aux fréquences jusqu'a quelques centaines de
MHz, on doit employer le modéle de deuxiéme ordre dérivé dans les Sections 2.2 et 2.3.

Il a également ét¢ montré que le facteur 3/2 dans 1'équation de Schwan (Section 1.2.2.1)
est seulement valide pour des suspensions trés peu concentrées en cellules. Si les
cellules représentent une fraction significative du volume de la suspension, ce facteur
diminue avec l'augmentation de la densité de cellules, atteignant une valeur limite de 1
pour une suspension dans laquelle les cellules se touchent. En outre, avec des
suspensions denses, la distribution cosinusoidale du voltage transmembranaire induit
sur la surface de la membrane cesse également d'étre valide (Susil et al., 1998).

4.1.2 Le role de la forme de I'impulsion

Dans la Section 1.3.1.4. nous avons brievement discuté les publications qui affirment
'amélioration de l'efficacité de 1'¢lectroperméabilisation en utilisant des impulsions de
forme atypique, telles que des impulsions rectangulaires biphasiques (Tovar et Tung,
1991), des impulsions rectangulaires modulées par des ondes sinusoidales (Chang,
1989; Chang et al.,, 1991) ou des impulsions "pointues" d'une durée de quelques
dizaines de nanosecondes (Schoenbach et al., 1997). Ces rapports demandent une
explication théorique, et dans les lignes suivantes nous considérons ces résultats a la
lumicere de la théorie de 1'induction du voltage transmembranaire.

4.1.2.1 Impulsions biphasiques

L'avantage des impulsions rectangulaires biphasiques symétriques par rapport aux
impulsions monophasiques de durée et d'amplitude identiques devient évident si nous
généralisons l'analyse de l'aire ¢lectroperméabilisée de la membrane (voir I'Insert 9 dans
la Section 1.3.3.1) au cas du voltage transmembranaire de repos non nul.

Pour cette dérivation, nous maintenons les hypothéses (i) que les cellules sont
sphériques, et (i) que I'électroperméabilisation se produit a tous les endroits ou une
certaine valeur critique du voltage transmembranaire, U, est dépassée. Soit encore R le
rayon des cellules, S, l'aire électroperméabilisée de la membrane, Urr le voltage
transmembranaire de repos, Ury le voltage transmembranaire induit, et Uty la valeur

maximale d'Ury. Pour Urg # 0, '€quation (2) dans la Section 1.3.3.1 est remplacée par
[, Uppt |UTR|< U,
_ » U
Sp =2 [ U, /(UTIO +|UTR )> Ut -IUTR| U, Ly +|UTR|
% U, /(Ury +|UTR |) ~U, /(Ury _|UR ), U, sUry _|UTR|

pour des impulsions monophasiques,
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et par

) %), Uppt |UTR|< U,
El_Uc /(UTIO +|UTR ) Ut +|UTR| 2U,

pour des impulsions biphasiques (voir I'Insert 10).

S, = 4TR

Ainsi, des impulsions monophasiques menent a 1'électroperméabilisation unilatérale si
Ut + |Urr| excede la valeur d'U,, et a 1'électroperméabilisation bilatérale seulement si
en plus Uy — |Ur| excede la valeur d'U,. Par contre, avec des impulsions biphasiques,
a toutes les amplitudes qui menent a 1'¢lectroperméabilisation, celle-ci est bilatérale. De
ce fait, une plus grande aire perméabilisée est provoquée par des impulsions biphasiques

par rapport aux impulsions mono-
A 5,[%]

phasiques de méme amplitude. 100

La Fig. 41 montre la fraction de l'aire
membranaire ou le voltage trans- 50T

membranaire dépasse la valeur-seuil

. . 60T
de 1'¢lectroperméabilisation, en fon-
ction de l'amplitude d'impulsion, |

pour une impulsion biphasique (la

ligne continue), et pour une impulsi- 207

on monophasique (la ligne a tirets), 4 U/d [V/em]
a U.=250 mV, Urr=-60 mV et 0 200 400 600 800 1000 1200
R =10 pm. L'insertion dans la figure Figure 41

Insert 10: L'aire de la membrane ou le voltage transmembranaire dépasse la valeur-seuil U, (a Uty #0)

Dans la Section 1.3.3.1 (Insert 9), nous avons dérivé l'expression qui donne l'aire électroperméabilisée de la
membrane,

Sy =41R*(1 -U, /Uyyy), pour Uro 2 U,
et S, =0 autrement.

Si un voltage de repos, Ury, est aussi présent sur la membrane, le voltage transmembranaire total diminue a un
pole de la cellule, et augmente par la méme quantité au pole opposé. Ainsi les deux pdles sont électroperméabi-
lisées d'une maniere asymétrique, et on a

S, =0, pour Uryg +|Urg| < U,,
S, =2MR*(1 ~U, /(Uryy HUrg|)> pour Upy Urg| U, Ly Urg|, et
S, =2MR*(1 U, /(Uryy HUrz|) ®2 (1 ¥, /(Urq {Urz|)
=2MR*(2 U, (Uryy YUrg|) U, /Uy Ur)) pour U, Uy JUrg|.

Si pendant la durée de l'impulsion électrique sa polarité est renversée, la méme valeur maximale du voltage
transmembranaire se produit sur les deux poles de la cellule. Ainsi les deux pdles sont électroperméabilisées de la
méme maniére et la symétrie est regagnée, ce qui mene a une situation plus simple, ou

S, =0, pour Uy +|Urg| <U,, et
S, =2Tﬂ€2(1 —U. /Uty +|UTR|) +2 mz(l Y, /(U +UTR|)
=47TR2(1 =U, /(Ury +|UTR|))= pour Uryg +|UTR| =0
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montre les régions €lectroperméabilisées de la membrane cellulaire. On voit qu'avec
I'augmentation de I'amplitude des impulsions, la différence entre les aires membranaires
perméabilisées par des impulsions biphasiques et par des impulsions monophasiques
devient de plus en plus petite. Comme la mort cellulaire se produit pour des impulsions
de plus haute amplitude que celle qui mene a I'¢lectroperméabilisation, il est
compréhensible qu'en comparant les effets des impulsions biphasiques et
monophasiques, les différences entre les pourcentages de cellules perméabilisées seront
plus grandes que celles entre les pourcentages de cellules survivantes. Les résultats
présentés dans la Section 3.2.2 prouvent que c'est en effet le cas. Dans la Section 4.2,

nous discuterons les implications de ceci un peu plus en détail.

4.1.2.2 Impulsions rectangulaires modulées et impulsions "ultracourtes'

Les publications de Chang et Schoenbach et leurs collaborateurs ont provoqué de
I'intérét pour I'¢tude des impulsions de durée trés courte et des impulsions a haute
fréquence’ comme des outils possibles pour l'électroperméabilisation des cellules.
Neéanmoins, il y a aussi des arguments qui suggerent de traiter ces résultats avec un
certain degré d'attention.

Alors que dix années se sont écoulées depuis les rapports de Chang et de ses collabo-
rateurs sur l'effet amélioré obtenu avec des impulsions rectangulaires modulées par des
ondes sinusoidales, a cette date aucun autre groupe n'a publi¢ une nouvelle comparaison
entre des impulsions modulées et non modulées de méme forme fondamentale.” De
méme, aucun autre auteur n'a encore rendu compte des effets réalisés par des impulsions
d'une durée de quelques dizaines de nanosecondes, similaires a celles utilisées par
Schoenbach et ses collaborateurs.

Pour autant, 'analyse de la dynamique du processus d'induction (Sections 1.2.2.2, 2.2 et
2.3) prouve que les composantes d'une impulsion qui sont beaucoup plus rapides que la
constante de temps de la membrane® ne jouent pas un réle important dans I'induction du
voltage transmembranaire. Les impulsions ayant des durées de quelques dizaines de
nanosecondes appartiennent certainement a cette catégorie, et il est ainsi difficile de
fournir une explication de ces effets rapportés sur la base du processus d'induction.

Chang a proposé que l'effet rapporté de la modulation a haute fréquence pourrait étre
expliqué par l'existence d'effets résonants dans la membrane pour des fréquences de
quelques dizaines de kHz (Chang, 1989; Chang et al., 1991). Avec une impulsion

% Dans ce contexte, nous employons le terme "a haute fréquence" pour les fréquence de quelques dizaines de kHz,
i.e., la gamme utilisée par Chang et ses collaborateurs.

1 y a un rapport récent dans lequel les impulsions rectangulaires modulées sont comparés aux impulsions
exponentielles non modulées (Zald et al., 2000), mais il est difficile de juger sur les effets introduits par la modulation
sans connaitre l'effet d'une impulsion non modulée de méme forme fondamentale. Le plus incertain est la
comparaison des effets pour une amplitude d'impulsion donnée, parce qu'une impulsion exponentielle a cette
amplitude seulement a l'instant de son début, alors qu'une impulsion rectangulaire maintient son amplitude pendant
toute sa durée.

* En utilisant un jargon plus technique, ceci s'applique a toutes les impulsions pour lesquelles le spectre de fréquence
est dominé par des fréquences supérieures a 1 MHz.
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contenant une fréquence proche de la fréquence de résonance, une faible composante a
haute fréquence du voltage transmembranaire induit par I'impulsion pourrait mener a un
phénomene secondaire beaucoup plus prononcé, tel qu'une ondulation mécanique de la
membrane. Pour étudier la possibilité d'existence de tels mécanismes non-linéaires,
nous avons congu et exécuté une série d'expériences dans lesquelles nous avons
compar¢ les efficacités des impulsions ayant des temps de montée et de descente de 2 us
a 100 ps, qui couvrent la gamme des fréquences entre quelques kHz jusqu'a quelques
centaines de kHz. Comme les résultats présentés dans la Section 3.2.3 le montrent,
aucune différence statistiquement significative n'a ét€¢ observée entre les effets des
impulsions ayant des temps de montée et de descente dans cette gamme. Cependant,
comme nous le discutons plus en détail dans la Section 4.2.3, ceci n'élimine pas la
possibilité¢ de la présence d'une bande de fréquences trés étroite dans laquelle de tels
effets pourraient se produire.

4.1.3 Le role de la forme des cellules

Dans la Section 2.4, nous avons dérivé les expressions qui décrivent le voltage
transmembranaire induit sur les cellules sphéroidales. L'analyse de ces expressions
prouve que pour les cellules qui dévient de maniére significative de la forme sphérique,
les résultats basés sur 1'équation de Schwan sont incorrects. La généralisation de
I'équation de Schwan qui s'applique a toutes les cellules sphéroidales (Section 2.4,
'Article 4, eq. 7) ¢élargit la gamme des cellules pour lesquelles une évaluation analytique
du voltage transmembranaire induit est possible pour toutes les cellules dont la forme
peut étre rapprochée de celle d'un spheroide. En utilisant la formule dérivée dans la
Section 2.4, on peut évaluer le voltage transmembranaire induit sur des cellules de
formes tres différentes, telles que des érythrocytes aplatis ou des bacilles allongés.

4.2 RESULTATS EXPERIMENTAUX ET LEUR LIAISON
AVEC LES FONDEMENTS THEORIQUES

Le but principal de cette these était d'étudier les possibilités d'amélioration de I'efficacité
de l'electropermeabilization par le choix de la forme d'impulsion, avec une analyse
limitée a la situation in vitro, i.e., a des études sur des suspensions de cellules. Comme
le montre la description courte des résultats expérimentaux dans la Section 3, chaque
groupe d'expériences a €té concu pour analyser un aspect particulier de la dynamique
des impulsions:

» La comparaison de l'efficacité des trains d'impulsions rectangulaires monophasiques
de différentes durées a eu pour but principal d'établir le protocole expérimental. Elle
a également servi de vérification de la méthode nouvellement développée
d'évaluation de I'électroperméabilisation par l'exposition des cellules aux impulsions
¢lectriques en présence de bléomycine (Section 3.1.2).
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= La comparaison de l'efficacité entre les impulsions rectangulaires monophasiques et
biphasiques symétriques a ¢été effectuée pour vérifier expérimentalement les
arguments théoriques en faveur des impulsions biphasiques.

» La comparaison de l'efficacité des impulsions trapézoidales ayant des temps de
montée et de descente différents a visé 1'étude des effets hypothétiques de résonance
pour des fréquences dans la gamme de quelques dizaines de kHz. Le parametre le
plus simple de la dynamique d'impulsion est sa dérivée de premier ordre par rapport
au temps — la vitesse de variation de l'intensité d'impulsion (moins formellement, sa
"pente"). Pendant leur montée et leur descente, des impulsions trapézoidales se
caractérisent par la valeur constante de cette dérivée, et en comparant les efficacités
des impulsions trapézoidales de la méme durée, mais avec des temps différents de
montée et de descente, nous nous sommes concentré entiérement sur le role éventuel
de la vitesse de variation de l'intensité d'impulsion.

* La comparaison de l'efficacité des impulsions ayant une forme différente (ondes
sinusoidales, ondes triangulaires) a ¢été effectuée pour une exploration assez
empirique des différences possibles de 1'electropermeabilization produite par ces
impulsions.

Dans les paragraphes suivants, nous passons en revue les résultats expérimentaux a la
lumiere des fondements théoriques présentés et développés dans ce travail de these,
essayant, dans la mesure du possible, de fournir une explication des effets observés.

4.2.1 Le role de I'amplitude, de la durée, et du nombre d'impulsions

Les résultats présentés dans la Section 3.2.1 sont en accord étroit avec les effets établis

de l'amplitude, de la durée, et du nombre d'impulsions sur l'efficacité de 1'¢lectroper-

méabilisation (voir la Section 1.3.1.4). Spécifiquement, ils confirment que

» e pourcentage des cellules perméabilisées en fonction de I'amplitude d'impulsion a
la forme d'une courbe sigmoidale croissante avec I'augmentation d'amplitude, et le
pourcentage des cellules survivantes en fonction de l'amplitude d'impulsion a la
forme d'une courbe sigmoidale décroissante;

* Jle pourcentage des cellules perméabilisées a une amplitude d'impulsion donnée
augmente avec l'augmentation de la durée et du nombre d'impulsions;

* Je pourcentage des cellules survivantes a une amplitude d'impulsion donnée
diminue avec 'augmentation de la durée et du nombre d'impulsions.

Comme les Figs. 29 et 30 en témoignent, les pourcentages des cellules survivant a huit
impulsions de 100 ps et a une impulsion de 1 ms sont trés similaires, et il en est de
méme pour les pourcentages des cellules perméabilisées. Néanmoins, les quantités
moyennes de LY internalisé par cellule qui sont obtenues par ces deux combinaisons
d'impulsions sont tres différentes. Tandis que le produit entre la durée T et le nombre
des impulsions N est plus petit avec 8 x 100 us =0.8 ms qu'avec 1x1 ms =1 ms, la
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quantit¢ moyenne de LY internalisé par cellule est beaucoup plus importante avec la
premiére combinaison qu'avec la deuxieme. En outre, avec 8 x 100 us et avec 8 x 1 ms,
un pic distinct d'internalisation est obtenu, alors qu'aucun pic de ce type n'est détectable
avec une impulsion simple de 100 ps ou de 1 ms, au moins dans la marge des
amplitudes disponibles pour les impulsions.'

Ainsi, nous avons établi que le produit Nx 7 détermine en effet le pourcentage des
cellules qui survivent au traitement et aussi le pourcentage des cellules électro-
perméabilisées, mais qu'une évaluation de l'internalisation en utilisant ce produit est
moins certaine. Pour l'internalisation, le nombre d'impulsions semble jouer un rdle plus
crucial que leur durée.

4.2.2 L'efficacité augmentée des impulsions biphasiques

Comme les résultats présentés dans la Section 3.2.2 l'indiquent, avec des impulsions
biphasiques l'amplitude nécessaire pour la perméabilisation de 50% des cellules est
approximativement 20% inférieure a celle nécessaire avec des impulsions mono-
phasiques. Les impulsions biphasiques conduisent également a une nette augmentation
de l'internalisation de LY. Par contre, aucune différence n'est détectée entre les
amplitudes menant a la mort de 50% des cellules. Tous ces résultats peuvent étre
expliqués, au moins qualitativement, par les considérations de l'aire électroperméabili-

sée de la membrane, qui sont présentés dans la Section 4.1.2.1.

Comme la différence entre les aires perméabilisées obtenues par des impulsions mono-
phasiques et biphasiques est plus prononcée aux amplitudes d'impulsion inférieures, en
utilisant des impulsions biphasiques la perméabilisation est affectée beaucoup plus
intensément que la survie. Tandis qu'avec des cellules d'une forme sphérique idéale, et
avec une membrane parfaitement homogene, le seuil de perméabilisation devrait étre le
méme avec des impulsions monophasiques et biphasiques (voir la Fig. 41), en réalité les
cellules ne sont pas entiérement sphériques, et la membrane n'est pas entierement
homogene. Ainsi, pour une certaine fraction des cellules en suspension, les impulsions
biphasiques d'une amplitude donnée induisent

|'électroperméabilisation, alors qu'avec les

impulsions monophasiques de la méme ampli- P

tude cet effet ne se produira pas. Un exemple

d'un tel effet est montré schématiquement
dans la Fig. 42.

Une plus grande aire perméabilisée de la

membrane produite par des impulsions bipha- L

siques explique également l'internalisation

v
N

plus importante observée avec des impulsions Figure 42

' Un tel pic est plausiblement expliqué par le fait que I'augmentation de l'intensité de la perméabilisation est
nécessairement couplée a une diminution des cellules qui survivent & une impulsion si intense.
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biphasiques par rapport aux impulsions monophasiques — méme pour des cellules
parfaitement sphériques. De plus, comme prévu théoriquement, cette différence est
moins prononcée pour des amplitudes d'impulsion plus élevées.

Il y a également un troisieme argument théorique en faveur des impulsions biphasiques
par rapport aux impulsions monophasiques qui n'a pas été mentionné jusqu'ici. Les
impulsions biphasiques délivrent aux électrodes une charge électrique équilibrée, et
donc il est raisonnable de pronostiquer que leurs effets électrolytiques seront beaucoup
moins prononcés que ceux des impulsions monophasiques de durée et d'amplitude
identiques. Pour des impulsions qui équilibrent les charges et avec des fréquences au-
dessus de 1 kHz, les effets ¢électrolytiques disparaissent pratiquement (Compton et
Sanders, 1996; Fisher, 1998), et par conséquent, des impulsions biphasiques devraient
réduire 1'érosion ¢lectrolytique des ¢lectrodes. Ceci diminuerait également la
contamination de la suspension avec des ions métalliques libérés par les électrodes,
réduisant la possibilité d'artefacts expérimentaux provoqués par les effets de ces ions sur
les cellules. En utilisant des cuvettes en aluminium, Loomis-Husselbee et ses
collaborateurs ont rapporté que la concentration des ions d'aluminium libérés par des
impulsions exponentielles était suffisante pour affecter de maniere significative
certaines réactions biochimiques impliquant des phosphatidyl inositols (Loomis-
Husselbee et al., 1991). Basés sur les effets observés, les auteurs de cette ¢tude ont
conclu que la contamination de la suspension avec des ions d'aluminium peut
représenter un probleme sérieux dans les études dans lesquelles I'électroperméabilisa-
tion est effectuée dans des cuvettes en aluminium.

En résumé, nos résultats expérimentaux prouvent que la situation résultant de
l'utilisation d'impulsions rectangulaires biphasiques est meilleure que celle résultant de
l'utilisation d'impulsions monophasiques de durée et d'amplitude identiques. Tandis que
le pourcentage de cellules perméabilisées et l'internalisation moyenne par cellule sont
augmentés, la survie reste pratiquement inchangée. En outre, les impulsions biphasiques
délivrent une charge électrique équilibrée, et ainsi la contamination de la suspension
avec des ions métalliques libérés par les électrodes est diminuée. Ces arguments sont
insuffisants pour des conclusions définitives, mais si des résultats similaires sont
¢galement obtenus dans les tissus, il sera raisonnable de pronostiquer que les
générateurs d'impulsions biphasiques pourraient en temps opportun étre utilisés de
manicre beaucoup plus large, ou méme prédominante, pour I'électroperméabilisation.

4.2.3 Le role du temps de montée et du temps de descente des impulsions

Les résultats expérimentaux présentés dans la Section 3.2.3 ne fournissent aucune
évidence des effets de résonance sur lesquels quelques auteurs ont fait des hypotheses.
En fait, les différences entre les courbes de perméabilisation, aussi bien qu'entre celles
de survie, sont largement au-dessous de la signification statistique. Ceci implique que le
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temps de montée et le temps de descente de I'impulsion ne jouent pas un réle significatif
dans I'électroperméabilisation.”

Tandis que nos expériences ne confirment pas 1'existence des phénomenes de résonance
dans la membrane dans la gamme des fréquences de quelques dizaines de kHz, un
ensemble beaucoup plus grand des temps de montée et de descente devrait étre exploré
afin de permettre de réfuter avec certitude I'hypothése d'une telle existence. Si une
fréquence de résonance existe dans la membrane, mais qu'elle affecte seulement une
bande de fréquences tres étroite, elle pourrait ne pas étre détecté par nos expériences,
car nous avons utilisé¢ seulement trois temps de montée et de descente différents.

En dépit de la similarit¢ mutuelle des résultats obtenus par des impulsions avec des
temps différents de montée et de descente, il serait intéressant d'effectuer également la
comparaison de l'internalisation des molécules produite par ces impulsions. De telles
expériences sont programmeées dans un futur proche.

4.2.4 Le role de la forme d'impulsion en général

Les résultats de I'électroperméabilisation obtenus avec les ondes sinusoidales et avec les
ondes triangulaires (Section 3.2.4) apportent aussi des informations sur le role des
parameétres dynamiques des impulsions.

La comparaison entre les courbes de perméabilisation’ obtenues par 'onde sinusoidale
de 1 kHz et par l'onde triangulaire de 1 kHz montre que l'onde sinusoidale produit
I'électroperméabilisation pour des amplitudes plus faibles que 1'onde triangulaire. Ceci
suggere que la durée pour laquelle 1'impulsion dépasse une certaine valeur critique joue
un role tres important dans I'€lectro- .,

8 X 1 kHz triangular

perméabilisation. Une telle conclusion A

résulte du fait que pour n'importe quelle

amplitude d'impulsion et pour n'importe

0 t[ms]

quelle valeur de l'intensité -critique,

l'onde sinusoidale de 1 kHz dépasse
cette valeur critique pour une plus  Apu 8 x 1 kHz sine
longue durée que l'onde triangulaire de A A\

la méme fréquence. Pour illustrer cela,

dans la Fig. 43 nous montrons ces deux 7 1000  [ms]

impulsions, avec les lignes horizontales

pointillées indiquant une valeur possible
de l'intensité critique. Figure 43

% Comme nous avons seulement étudié des impulsions d'une durée de 1 ms, nous ne pouvons pas exclure un effet
possi-ble dans le cas d'impulsions qui sont trop courtes pour atteindre le plateau du voltage transmembranaire induit.
3 La différence entre les données correspondantes de la survie n'était pas statistiquement significative (voir la Fig. 39
et les déviations de Psqo, y figurant), et par conséquent nous n'en discuterons pas.
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La comparaison entre les effets d'une onde sinusoidale de 1 kHz et de dix ondes
sinusoidales de 10 kHz, les deux formes ayant la méme durée totale, implique qu'il y a
d'autres parameétres importants en plus de la durée de l'intensité d'impulsion au-dessus
de la valeur critique. En particulier, pour n'importe quelle amplitude d'impulsion et pour
n'importe quelle valeur de l'intensité critique, la durée totale pour laquelle ces deux
impulsions excédent cette intensité est évidemment identique. Néanmoins, pour une
onde sinusoidale de 1 kHz la mort de cellules se produit pour des amplitudes
d'impulsion inférieures par rapport a dix ondes sinusoidales de 10 kHz (voir la Fig. 39).*
Pour comprendre cela, nous nous rappellerons d'une caractéristique importante de
I'¢lectroperméabilisation que nous avons discuté dans la description d'évidence
expérimentale (Section 1.3.1), a savoir (i) que 1'électroperméabilisation est initialisée en
moins d'une microseconde apres le début de l'impulsion (l'effondrement du voltage
transmembranaire, voir la Section 1.3.1.2), mais (i1) qu'elle n'atteint sa pleine ampleur
qu'apres quelques dizaines de microsecondes (la conductivité accrue de plus de trois
ordres de grandeur, voir la Section 1.3.1.1). Par conséquent, il est raisonnable de prévoir
que pour les impulsions courtes, non seulement la durée totale, mais aussi la durée sans
interruption de l'intensité au-dessus de la valeur critique puisse jouer un rdle important
dans I'efficacité d'¢lectroperméabilisation.

* La différence entre les données correspondantes de la perméabilisation n'était pas statistiquement significative (voir
la Fig. 40 et les déviations de Psg, y figurant), et par conséquent nous n'en discuterons pas.
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Conclusions

En conclusion, nous passons en revue brie¢vement les contributions et les résultats les

plus importants du travail théorique et expérimental effectué pendant le déroulement de

ma thése:

Pour les expériences exécutées dans des milieux non physiologiques, il est
important de déterminer la conductivité du milieu pour une évaluation fiable du
voltage transmembranaire induit. Si cette conductivité dépasse 0.01 S/m, 1'évalua-
tion peut étre effectuée en utilisant I'équation de Schwan, alors que dans le cas
opposé une évaluation plus précise peut étre obtenue en utilisant 1'expression plus
générale que nous avons dérivé (Section 2.1, Article 1, egs. 2 et 3).

Pour des expériences exécutées sur des cellules de forme non-sphérique, a condition
que la forme des cellules puisse étre rapprochée de celle d'un sphéroide, le
voltage transmembranaire induit peut étre calculé par la généralisation de I'équation de
Schwan aux cellules sphéroidales que nous avons dérivé (Section 2.4, Article 4, eq. 7).

Nous avons développé une nouvelle méthode de détermination du pourcentage de
cellules ¢lectroperméabilisées (Section 3.1.5, Article 5). Cette méthode est basée sur
la bléomycine, un agent cytotoxique qui ne peut pas diffuser a travers une
membrane plasmique intacte et qui mene donc a la mort sélective des cellules
perméabilisées. La méthode utilisant la bléomycine ¢élimine plusieurs des
désavantages des autres méthodes, telles qu'un choix arbitraire de l'intensité
minimale de fluorescence pour la discrimination entre les cellules perméabilisées et
les cellules non perméabilisées, l'incapacité de détecter les cellules désagrégées en
raison de l'électroperméabilisation, et la fausse détection des fantdmes cellulaires
exempts de fluorescence en raison de la perte de 1'ADN provoquée par
I'¢lectroperméabilisation. La méthode utilisant la bléomycine est aussi beaucoup
moins colteuse par rapport a la méthode la plus communément utilisée, celle basée
sur l'iodure de propidium, qui exige d'utiliser un cytomeétre de flux.

En étudiant 1'électroperméabilisation avec des impulsions rectangulaires mono-
phasiques, nous avons montré que la perméabilisation augmente et que la survie
diminue avec l'augmentation de la durée et du nombre des impulsions. Ce résultat
est en accord avec les connaissances existantes (Rols et Teissié, 1990a; Rols et

129
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Teissié, 1998a). Pour l'internalisation des petites molécules exogenes, nous avons
montré que le nombre d'impulsions joue un rdle plus important que la durée
d'impulsion.

» En ¢étudiant I'¢lectropermeéabilisation avec des impulsions rectangulaires biphasiques
symétriques, nous avons constaté que la perméabilisation et l'internalisation des
petites molécules exogenes provoquées par les impulsions biphasiques sont augmen-
tées par rapport aux impulsions monophasiques de durée et d'amplitude identiques.
Par contre, la survie obtenue avec des impulsions biphasiques reste trés proche de
celle obtenue par des impulsions monophasiques. Au moins qualitativement, ces
effets peuvent étre expliqués sur la base de I'asymétrie du voltage transmembranaire
total en raison du voltage transmembranaire de repos. Les impulsions biphasiques
compensent cette asymétrie, et augmentent de ce fait la probabilité d'une électro-
perméabilisation bilatérale (voir I'Insert 10 et la Fig. 41), et vraisemblablement aussi
la probabilité de 1'¢lectroperméabilisation des cellules non-sphériques (Fig. 42). En
plus, en raison de 1'équilibre de la charge délivrée par les impulsions biphasiques
symeétriques, il est raisonnable de prévoir que les impulsions biphasiques conduisent
a une contamination ¢lectrolytique nettement inférieure que celle provoquée par des
impulsions monophasiques de durée et d'amplitude identiques.

* Nous n'avons trouvé aucune influence des temps de montée et de descente des
impulsions rectangulaires monophasiques dans l'efficacité de 1'électroperméabilisa-
tion. Ces données expérimentales n'appuient pas 'hypothése de I'existence d'effets
de résonance dans la membrane dans la gamme de quelques dizaines de kHz, qui
aurait pu expliquer l'efficacité accrue rapportée par Chang et ses collaborateurs
(Chang, 1989; Chang et al., 1991). En méme temps, nos expériences couvrent la
gamme de ces fréquences de manicre trop peu dense pour offrir une démonstration
¢vidente permettant de réfuter completement des effets hypothétiques de résonance.

= Nos résultats expérimentaux en utilisant des formes d'impulsion différentes
impliquent qu'un des parametres les plus importants pour 1'électroperméabilisation
est la durée sans interruption pendant laquelle I'impulsion dépasse une certaine
intensité critique. A cet égard, les impulsions rectangulaires sont plus efficaces que
n'importe quelle autre forme, et il est ainsi incertain que l'électroperméabilisation
puisse &tre améliorée en utilisant des impulsions non rectangulaires. Ceci est
¢galement soutenu par le fait que pour une perméabilisation par les ondes
sinusoidales ou triangulaires, les amplitudes des impulsions sont clairement
supérieures a celles nécessaires avec des impulsions rectangulaires (cf. Figs. 33, 34,
35, 39 et 40, et aussi les valeurs de Psgo, et Dsgo, données dans ces figures).
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Enfin, plusieurs directives peuvent étre données pour des études ultérieures:

Une comparaison de la contamination électrolytique de la suspension de cellules
produite par des impulsions rectangulaires biphasiques symétriques et par des impul-
sions monophasiques, suivie par une évaluation de la survie de cellules, et peut-étre
de certains processus biochimiques sous une telle contamination. Des ¢électrodes
d'acier inoxydable et des électrodes en aluminium devraient étre examinées et
comparées.

Une comparaison de l'internalisation de LY in vitro obtenue par des impulsions
ayant des temps différents de montée et de descente, ainsi que des durées
différentes.

Une comparaison de l'efficacité de 1'électroperméabilisation in vivo obtenue par des
impulsions rectangulaires monophasiques et biphasiques.
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L'¢lectroperméabilisation est une méthode établie pour permettre l'internalisation des molécules
exogenes dans les cellules en suspension et dans les tissus. Dans beaucoup d'applications,
expérimentales et cliniques, il est trés important que le pourcentage des cellules perméabilisées,
le pourcentage des cellules survivantes, et souvent aussi la quantité de molécules internalisées,
soient tous aussi élevés que possible. Pour améliorer I'efficacité des protocoles
d'¢lectroperméabilisation, le role de 1'amplitude, de la durée et du nombre d'impulsions ont été
¢tudiés en détail. Par contre, les études de l'influence de la forme de I'impulsion sur I'efficacité de
I'électroperméabilisation ont €té trés rares, ce qui est en partie dii au manque de générateurs
d'impulsions de haut voltage d'une forme autre qu'exponentielle ou rectangulaire.

Le but principal de la recherche décrite dans cette thése était d'étudier le role de la forme des
impulsions dans 1'efficacité de 1'électroperméabilisation des cellules en suspension.

Pour établir une base théorique pour les études expérimentales, nous avons développé une
méthode d'analyse du voltage transmembranaire induit par des champs électriques qui varient au
cours du temps. Nous avons ¢galement analysé le role des conductivités du milieu extracellulaire,
de la membrane et du cytoplasme, et aussi du rayon et de la forme des cellules sur le voltage
transmembranaire induit.

Pour générer des impulsions ayant différentes formes, nous avons construit un systeme composé
d'un générateur de fonctions programmable commercial et d'un amplificateur bipolaire a haute
fréquence et a haut voltage.

Concernant la détermination du pourcentage de cellules électroperméabilisées, nous avons déve-
loppé une nouvelle méthode basée sur la bléomycine, un agent cytotoxique qui ne peut pas
diffuser a travers une membrane plasmique intacte et qui meéne ainsi a la mort sélective des
cellules perméabilisées. Cette méthode ¢limine plusieurs des inconvénients de la méthode la plus
communément utilisée, celle basée sur l'iodure de propidium.

Nos expériences nous permettent de confirmer que pour des impulsions rectangulaires monopha-
siques, la perméabilisation augmente et la survie diminue avec 1'augmentation de la durée et du
nombre d'impulsions. Pour I'internalisation des petites molécules exogenes, nous montrons que le
nombre d'impulsions joue un réle plus important que la durée d'impulsion.

Nous montrons aussi que la perméabilisation et l'internalisation des petites molécules exogeénes
provoquées par les impulsions biphasiques sont augmentées par rapport a des impulsions
monophasiques de durée et d'amplitude identiques. Par contre, la survie obtenue avec des
impulsions biphasiques est trés similaire a celle réalisée par des impulsions monophasiques. Ces
effets peuvent étre expliqués sur la base de l'asymétrie du voltage transmembranaire total en
raison du voltage transmembranaire de repos. Les impulsions biphasiques compensent cette
asymétrie, et en plus elles permettent de délivrer une charge équilibrée au niveau des électrodes,
réduisant la contamination €lectrolytique.

Dans la gamme des temps de montée et de descente des impulsions rectangulaires de 2 ps a 100 ps,
nous n'avons trouvé aucune influence de ces temps dans 1'efficacité de I'électroperméabilisation.

Nos résultat suggerent aussi qu'un des parametres trés importants pour 1'électroperméabilisation
est la durée sans interruption pendant laquelle l'impulsion dépasse une certaine intensité critique.

Mots clés: ¢lectroperméabilisation, voltage transmembranaire induit, impulsions électriques



